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S u m m a r y  

 

T hi s w or k ai m s t o c h ar a ct eri z e f o ur diff er e nt bi o m ol e c ul ar s y st e m s of i n cr e a si n g c o m pl e xit y 

wit h fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y a n d i m a gi n g a s w ell a s bi o c h e mi c al m et h o d s i n vitr o a n d i n 

c ell s , a c hi e vi n g t e m p or al -s p ati al i nf or m ati o n o n a m ol e c ul ar a n d c ell ul ar l e v el . Pr ot ei n s, t h e 

m o st c o m pl e x bi o m ol e c ul e s, m ai nt ai n t h eir f u n cti o n alit y vi a s p e cifi c t hr e e -di m e n si o n al 

str u ct ur e a n d d y n a mi c m o v e m e nt s. T h er ef or e, u n d er st a n di n g t h e str u ct ur e a n d d y n a mi c s of 

pr ot ei n s will u s u all y yi el d f u n cti o n al k n o wl e d g e a s w ell, w hi c h i s t h e k e y f or m a n y m aj or 

c o ntri b uti o n s i n lif e s ci e n c e s. Fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y i s a hi g hl y vi a bl e t o ol t o a c c ur at el y 

r e s ol v e str u ct ur e s a n d d y n a mi c s o n a m ol e c ul ar l e v el. C o u pl e d wit h c o m pl e m e nt ar y 

m et h o d s li k e fl u or e s c e n c e i m a gi n g a n d bi o c h e mi c al b a si c s, w e w er e a bl e t o a c hi e v e a 

c o m pr e h e n si v e r e a d o ut o v er a m a g nit u d e of s p ati al a n d t e m p or al s c al e s. T h e fir st pr oj e ct 

ai m e d t o c h ar a ct eri z e a n u n a s si g n e d q u e n c hi n g st at e f o u n d i n si n gl e l a b el e d T 4 -l y s o z y m e 

( T 4 L). B y u si n g tr u n c at e d T 4 L v ari a nt s t o s u p pr e s s i nt er n al d y n a mi c s, w e c o nt e xt u ali z e d  t h e 

u n k n o w n st at e wit hi n t h e k n o w n d y n a mi c s of T 4 L . I n t h e s e c o n d pr oj e ct, w e f oll o w e d 

d o m ai n m o v e m e nt s u p o n di m eri z ati o n of h u m a n g u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n 1 ( h G B P 1) o n a 

milli s e c o n d ti m e s c al e wit h a st o p p e d -fl o w c o u pl e d e n s e m bl e ti m e c orr el at e d p h ot o n 

c o u nti n g s et u p ( S F -e T C S P C). C h a n g e s i n F ör st er r e s o n a n c e e n er g y tr a n sf er ( F R E T) 

effi ci e n c y e n a bl e d u s t o m o nit or t h e tr a n siti o n of t h e m ol e c ul e fr o m a m o n o m er  i nt o a 

(s e mi -)el o n g at e d di m er. T h e t hir d pr oj e ct ai m e d t o c h ar a ct eri z e pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o n 

a n d oli g o m eri z ati o n b e h a vi or of m uri n e g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n 7 ( m G B P 7) wit h t w o ot h er 

m G B P s, m G B P 2 a n d m G B P 3. W e u s e d m ulti -p ar a m et er i m a g e fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y 

( M FI S), fl u or e s c e n c e r e c o v er y aft er p h ot o bl e a c hi n g ( F R A P) a n d i m a g e a n al y si s t o ol s t o 

s h o w a n d e x pl ai n t h e d y n a mi c a n d s p e cifi c a s s e m bl y of m G B P 7 wit h m G B P 3 i n a c o -

l o c ali z e d/mi x e d p h a s e a n d wit h m G B P 2 i n a s p ati all y s e p ar at e d p h a s e. L a stl y, t h e l y si n e 

d e m et h yl a s e 6 A ( K D M 6 A) w a s c o m pl e m e nt ar y c h ar a ct eri z e d r e g ar di n g d e m et h yl a s e 

a cti vit y, i nt er a cti o n a bilit y, c ell ul ar l o c ali z ati o n, pr ot ei n st a bilit y of K D M 6 A v ari a nt s a n d t h eir 

r el ati o n t o m ali g n a nt c ell ul ar p h e n ot y p e s. H er e, w e u s e d a pri m aril y bi o c h e mi c al t o ol s et i n 

s y n er g y wit h fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y a n d fl u or e s c e n c e i m a gi n g. W e s h o w e d t h at 

tr u n c at e d v ari a nt s of K D M 6 A c a u s e si g nifi c a nt l e v el s of c ell ul ar d a m a g e a n d a p o pt o si s, 

w hil e s u b stit uti o n v ari a nt s o nl y s h o w mil d eff e ct s. U lti m at el y, t hi s w or k gi v e s a 

c o m pr e h e n si v e i n si g ht i nt o t h e str e n gt h s a n d li mit ati o n s of o ur m et h o d s a n d d eli v er s 

v al u a bl e r e a d o ut t o f urt h er i n v e sti g at e a n d u n d er st a n d t h e f o ur c h ar a ct eri z e d pr ot ei n 

s y st e m s.  

 

 



 

 

Z u s a m m e nf a s s u n g  

 

I n di e s er Ar b eit w ur d e n vi er u nt er s c hi e dli c h e bi o m ol e k ul ar e S y st e m e st ei g e n d er K o m pl e xit ät 

mit Fl u or e s z e n z s p e ktr o s k o pi e, Fl u or e s z e n z mi kr o s k o pi e u n d bi o c h e mi s c h e n M et h o d e n 

c h ar a kt eri si ert . Da b ei w ur d e n z eitli c h u n d r ä u mli c h a uf g el ö st e Er g e b ni s s e a uf m ol e k ul ar e n 

u n d z ell ul är e n E b e n e n e r zi elt. Pr ot ei ne , k o m pl ex e  Bi o m ol e k ül e, ü b e n i hr e F u n kti o n ü b er 

s p e zifi s c h e dr ei di m e n si o n al e Str u kt ur e n  u n d D y n a mi k e n  a u s. K e n nt m a n di e Str u kt ur  u n d di e 

B e w e g u n g s a bl ä uf e  ei n e s Pr ot ei n s, k a n n m a n f u n kti o n ell e Z u s a m m e n h ä n g e v er st e h e n –  d a s 

i st d er S c hl ü s s el f ür vi el e b e ut e n de  E nt d e c k u n g e n i n n er h al b d er L e b e n s wi s s e n s c h aft e n. 

Fl u or e s z e n z s p e ktr o s k o pi e i st  d a b ei  ei n wi c hti g e s W er k z e u g , u m Str u kt ur e n u n d D y n a mi k e n 

a uf m ol e k ul ar e m L e v el mit h o h er Pr ä zi si o n u n d Ri c hti g k eit a uf z ul ö s e n. Z u s a m m e n mit 

er g ä n z e n d e n M et h o d e n a u s d er Fl u or e s z e n z mi kr o s k o pi e u n d bi o c h e mi s c h e n M et h o d e n 

k ö n n e n s o mit Er g e b ni s s e i n n er h al b ei n er gr o ß e n R ei c h w eit e i n z eitli c h er u n d r ä u mli c h er 

A ufl ö s u n g er zi elt w er d e n. I m er st e n Pr oj e kt w ur d e ei n f ot o p h y si k ali s c h er Pr o z e s s 

u n b e k a n nt er H er k u nft i n Fl u or e s z e n z k orr el ati o n s s p e ktr o s k o pi e -M e s s u n g e n v o n T 4 -L y s o z y m 

( T 4 L) u nt er s u c ht. Mit hilf e v o n v er k ür zt e n T 4 L-Pr ot ei n e n k o n nt e n wir d e n u n b e k a n nt e n 

Pr o z e s s i n n er h al b d er b e k a n nt e n D y n a mi k e n v o n T 4 L ei n or d n e n. I m z w eit e n Pr oj e kt k o n nt e n 

Pr ot ei n d o m ä n e n b e w e g u n g e n  i m Di m eri si er u n g s pr o z e s s e s d e s h u m a n e n G u a n yl at -

Bi n d e pr ot ei n 1 ( h G B P 1) i n ei n e m Milli s e k u n d e n -Z eitf e n st er d ar g e st ellt w er d e n. D a z u w ur d e 

ei n e fl u s s u nt er br e c h e n d e A n al y s e g e k o p p elt a n ei n e z eit k orr eli ert e Ei n z el p h ot o n e n z ä hl u n g 

( E n s e m bl e) g e n ut zt ( S F-e T C S P C ). Ä n d er u n g e n i n d er Effi zi e n z d e s F ör st er-R e s o n a n z 

E n er gi etr a n sf er s er m ö gli c ht e u n s, di e K o nf or m ati o n s ä n d er u n g v o n ei n e m M o n o m er  z u 

ei n e m h al b a u s g e str e c kt e n Di m er z u b e o b a c ht e n.  I m dritt e n Pr oj e kt w ur d e n di e Pr ot ei n -

Pr ot ei n -I nt er a kti o n e n u n d Oli g o m eri si er u n g d e s m uri n e n G u a n yl at-Bi n d e pr ot ei n s 7 ( m G B P 7) 

mit z w ei w eit er e n m G B P s, m G B P 2 u n d m G B P 3 c h ar a kt eri si ert. D ur c h Ei n s at z v o n 

bil d g e b e n d er M e hr p ar a m et er -Fl u or e s z e n z s p e ktr o s k o pi e ( M FI S), Fl u or e s z e n zr e g e n er ati o n 

n a c h F ot o bl ei c h u n g ( F R A P) u n d Bil d a n al y s e n k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s m G B P 7 u n d 

m G B P 3 i n ei n er k ol o k ali si ert e n, g e mi s c ht e n P h a s e v orli e g e n, w ä hr e n d m G B P 7 u n d m G B P 2 

r ä u mli c h v o n ei n a n d er g etr e n nt si n d. A b s c hli e ß e n d w ur d e di e L y si n-D e m et h yl a s e 6 A 

( K D M 6 A) u mf a s s e n d i m Hi n bli c k a uf D e m et h yl a s e a kti vit ät, I nt er a kti o n, L o k ali s ati o n, St a bilit ät 

u n d d e n r e s ulti er e n d e n z ell ul är e n P h ä n ot y p e n u nt er s u c ht. D af ür w ur d e ei n h a u pt s ä c hli c h 

bi o c h e mi s c h e s  M et h o d e n s et  i n  K o m bi n ati o n  mit  Fl u or e s z e n z mi kr o s k o pi e  u n d 

Fl u or e s z e n z s p e ktr o s k o pi e v er w e n d et. Wir k o n nt e n z ei g e n , d a s s v er k ür zt e V ari a nt e n v o n 

K D M 6 A z ell ul är e n S c h a d e n u n d A p o pt o s e i n d u zi ert e n, w ä hr e n d p u n kt m uti ert e V ari a nt e n 

l e digli c h ei n e n mil d e n Eff e kt a uf d i e Z ell e n h att e n. I n s g e s a mt gi bt di e s e Ar b eit ei n e n 

u mf a s s e n d e n Ei n bli c k i n di e St är k e n u n d H er a u sf or d er u n g e n u n s er er M et h o d e n u n d li ef ert 

vi el e Ei n bli c k e s o wi e n e u e Gr u n dl a g e n f ür di e w eit er e Ar b eit mit d e n vi er S y st e m e n.  
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H B L A K c ell s . 

1 5 3  F i g ur e 1 4 C ell ul ar b a c k m a p pi n g, s c att er pl ot s a n d li n e pr ofil e 

of e G F P -K D M 6 A v ari a nt s . 

1 5 4  F i g ur e 1 5 Q u a ntifi c ati o n of s e v er e eff e ct s o b s er v e d f or 

tr u n c at e d e G F P-K D M 6 A v ari a nt s i n U C C s.  

1 5 6  F i g ur e 1 6 Tr u n c at e d K D M 6 A v ari a nt s d e cr e a s e t h e a m o u nt of 

vi a bl e i n T -2 4 a n d S W -1 7 1 0 c ell s a n d e x hi bit 

mit o si s err or s.  

1 5 7  F i g ur e 1 7 O pti mi z e d T P R e x pr e s si o n c o n str u ct.  

 

Li st of t a bl e s  

 

S e cti o n:   T a bl e:  C o nt e nt:  

C h a pt er 1  2 9  T a bl e 1  F C S fit -p ar a m et er  

C h a pt er 2  5 0  T a bl e 1  P ar a m et er s d eri v e d fr o m 2 A B C ki n eti c m o d el.  

 5 0  T a bl e 2  P ar a m et er s d eri v e d fr o m 2 A B B C ki n eti c m o d el.  

C h a pt er 4  

1 3 4  T a bl e 1  Pr e di cti o n of s ol u bilit y a n d pI of K D M 6 A v ari a nt s  

1 3 9  T a bl e 2  A cti vit y of K D M 6 A s u b stit uti o n v ari a nt s  

1 4 2  T a bl e 3  T o p t e n pr ot ei n s i d e ntifi e d b y M S i n K D M 6 A -t a g G F P 2 

st a bl e c ell li n e s V M -C U B 1 a n d R T -1 1 2.  
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I ntr o d u cti o n 

T a b ul at e d t h e si s di g e st:  

C h a pt er:  C h a pt er 1  C h a pt er 2  C h a pt er 3  C h a pt er 4  

Bi o -

m ol e c ul e:  

B a ct eri o p h a g e 

T 4 L y s o z y m e 

( T 4 L) 

h u m a n 

G u a n yl at e -

Bi n di n g Pr ot ei n 1 

( h G B P 1)  

m uri n e 

G u a n yl at e -

Bi n di n g  Pr ot ei n 7 

( m G B P 7) 

h u m a n Hi st o n e 

L y si n e 

D e m et h yl a s e 

( K D M 6 A/ U T X) 

Ai m s:  C h ar a ct eri z ati o n 

of  tr u n c at e d a n d 

f ull-l e n gt h T 4 L t o 

c o m p ar e d y e 

e n vir o n m e nt  a n d 

a s si g n e d  a  sl o w 

( ~ 26 0  µ s) 

p h ot o p h y si c al 

pr o c e s s i n T 4 L 

v ari a nt s.  

R e s ol v e d o m ai n 

r e-arr a n g e m e nt 

of di m eri z e d 

h G B P 1 b o u n d t o 

G T P γ S o n a 

milli s e c o n d 

ti m e s c al e. 

D et er mi n e affi nit y 

b et w e e n m G B P 7 

a n d ot h er 

m G B P s, 

c h ar a ct eri z ati o n of 

oli g o m eri z ati o n f or 

t w o e x e m pl ar y 

m G B P 

c o m bi n ati o n s.  

A n al y zi n g 

d e m et h yl a s e 

a cti vit y, i nt er a cti o n 

a bilit y, c ell ul ar 

l o c ali z ati o n, pr ot ei n 

st a bilit y of K D M 6 A 

v ari a nt s a n d 

o b s er v e t h e 

r el ati o n t o c ell ul ar 

p h e n ot y p e s.  

M et h o d s:  C o m p ari s o n of 

d y n a mi c s f o u n d 

i n f ull-l e n gt h T 4 L 

wit h N -t er mi nall y 

tr u n c at e d 

v ari a nt s b y F C S.  

St o p p e d -fl o w 

m e a s ur e m e nt s 

c o u pl e d wit h 

T C S P C f or 

e n s e m bl e F R E T 

st u di e s . 

M FI S -F R E T, 

S R / c o nf o c al 

i m a gi n g a n d 

a n al y si s, F R A P, 

bi oi nf or m ati c s.  

 

E LI S A, I P/ W B, 

F A C S, I C C, M FI S -

F R E T,  S R / c o nf o c al 

i m a gi n g & i m a g e 

a n al y si s, m ol e c ul ar 

bi ol o g y & d e si g n, 

d at a b a s e a n al y si s.  

O ut c o m e:  R e s ol uti o n of 

m ulti pl e 

p h ot o p h y si c al 

st at e s.  

C o m p ari s o n of 

f ull-l e n gt h 

v er s u s tr u n c at e d 

T 4 L . Att e m pt t o 

a s si g n u n k n o w n 

st at e t o i nt er n al 

d y n a mi c s.  

Str u ct ur al 

m o v e m e nt: 

Id e ntifi c ati o n of 

t h e tr a n siti o n 

ti m e s fr o m 

m o n o m er  i nt o a 

c o n s e c uti v e 

di m er b y fitti n g 

p h ot o n tr a c e s 

wit h t w o ki n eti c 

m o d el s.  

Di m er i z ati o n 

affi nit y d et er mi n e d 

p h a s e b e h a vi or i n 

a c ell ul ar 

e n vir o n m e nt. 

Di s s. c o n st a nt s 

yi el d e d ( 7/ 7, 7/ 3, 

7/ 2 wit h K D  = 0. 7, 

2. 5, > 5 5 0 µ M) ar e 

d e ci d e d b y L G - 

d o m ai n si mil arit y.  

Tr u n c at e d v ari a nt s 

of K D M 6 A c a u s e 

si g nifi c a nt l e v el s of 

c ell ul ar d a m a g e 

a n d a p o p t o si s, 

w hil e s u b stit uti o n 

v ari a nt s o nl y s h o w 

mil d eff e ct s.  
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1. E x citi n g bi o m ol e c ul e s: A n i ntr o d u cti o n t o str u ct ur e a n d d y n a mi c s of 

bi o m ol e c ul e s a n d i m pli c ati o n s o n fl u or e s c e nt l a b eli n g  

O v er ti m e a n d wit h e v ol uti o n t o w ar d s hi g h er or g a ni s m s e x hi biti n g e v e n m or e s p e cifi c ti s s u e s, 

m a n y pr ot ei n s b e c a m e e x c e e di n gl y c o m pl e x bi o m ol e c ul e s [ 1]. P er d efi niti o n, bi o m ol e c ul e s 

ar e m ai nl y or g a ni c m ol e c ul e s a n d m a cr o -m ol e c ul e s wit h a bi ol o gi c al f u n cti o n  [ 2] a n d  c a n b e 

c at e g ori z e d pr ot ei n s, li pi d s, n u cl ei c a ci d s, c ar b o h y dr at e s, m et a b olit e s a n d n at ur al pr o d u ct s. 

Bi o m ol e c ul e s ar e b uil di n g t h e f u n d a m e nt of a n y li vi n g or g a ni s m [ 2]. T h e y ar e e s s e nti al t o 

bi ol o gi c al pr o c e s s e s s u c h a s di vi si o n, d e v el o p m e nt a n d m or p h o g e n e si s [ 3-6] .  

A m o n g t h e bi o m ol e c ul e s, pr ot ei n s ar e c o n si d er e d t h e m o st c o m pl e x [ 7]. Dri v e n b y t h e n e arl y 

i nfi nit e c o m bi n ati o n s p o s si bl e b y c o m bi ni n g all 2 1 c a n o ni c al a mi n o a ci d s a n d r ar e a mi n o 

a ci d s [ 8], t h e n u m b er of pr ot ei n s tr a n sl at e d fr o m t h e h um a n g e n o m e i s e sti m at e d t o e x c e e d 

2 0, 0 0 0 i n di vi d u al pr ot ei n s [ 9].  F urt h er m or e, t h e f u n cti o n a n d str u ct ur e of pr ot ei n s c a n b e 

t u n e d b y p H [ 1 0], c o-f a ct or s [ 1 1], s alt c o n c e ntr ati o n [ 1 2], t e m p er at ur e [ 1 3], r e d o x 

e n vir o n m e nt [ 1 4] a n d p o st -tr a n sl ati o n al m o dific ati o n s [ 1 5]. Tri g g er e d b y h y dr o p h o bi cit y [ 1 6], 

el e ctr o st ati c i nt er a cti o n [ 1 7] a n d oft e nti m e s t hr o u g h a u xili ar y f ol di n g b y c h a p er o n e s [ 1 8], 

m o st pr ot ei n s a s s u m e a hi g hl y s p e cifi c, b ut n ot n e c e s s aril y ri gi d t hr e e -di m e n si o n al a s s e m bl y. 

T h e str u ct ur al hi er ar c h y  [ 2] st art s at t h e pri m ar y str u ct ur e, w hi c h i s t h e o n e -di m e n si o n al 

s e q u e n c e of a mi n o a ci d s. T h e s e c o n d ar y str u ct ur e d e s cri b e s t h e arr a n g e m e nt of t h e a mi n o 

a ci d s i nt o α -h eli c e s a n d β -s h e et s, w hil e t h e t erti ar y str u ct ur e d e s cri b e s t h e i ntr a -d o m ai n 

arr a n g e m e nt. Fi n all y, t h e q u at er n ar y str u ct ur e s p e cifi e s t h e w a y i n w hi c h pr ot ei n s i nt er a ct i n 

m ulti -pr ot ei n arr a n g e m e nt s. T h e bi o m ol e c ul ar str u ct ur e u s u all y r e s e m bl e s t h e f u n cti o n alit y of 

a pr ot ei n [ 2]. S o p hi sti c at e d pr ot ei n str u ct ur e c a n p oi nt t o w ar d s a c o m pl e x f u n cti o n alit y [ 1 9], 

b ut t h er e e xi st e q u all y i ntri c at e, l o w -str u ct ur e d, i ntri n si c all y di s or d er e d pr ot ei n s (I D P s) [ 2 0, 

2 1] . C o n s e q u e nti all y, b ot h p er si st e n c e a n d i ntri n si c tr a n siti o n of str u ct ur al el e m e nt s 

e v e nt u all y a d d u p a n d d et er mi n e a pr ot ei n’ s f u n cti o n al c o m pl e xit y [ 2 2]. M a p pi n g b ot h 

d y n a mi c a n d ri gi d el e m e nt s i s t h e k e y t o f ull y u n d er st a n d t h e f u n cti o n [ 2 3, 2 4].  

F u n cti o n all y, m a n y pr ot ei n s h a v e i m pli c ati o n s a s e n z y m e s. E n z y m e s ar e bi o c at al y st, 

s p e e di n g u p c h e mi c al r e a cti o n s or p u s hi n g a n e q uili bri u m [2 5] . T h e c at al yti c f u n cti o n s ar e 

oft e n c o n n e ct e d t o a di sti n ct d o m ai n m o v e m e nt ar o u n d t h e a cti v e c e nt er or e v e n f urt h er 

a w a y [ 2 6], t h u s a cti n g a s ‘ e n er g eti c c o u nt er w ei g ht’ [ 2 7]. W hil e t h o s e m o v e m e nt s c a n 

r e arr a n g e t h e w h ol e pr ot ei n i n p arti c ul ar c a s e s [ 2 8, 2 9] , s o m eti m e s o nl y s m all a n gl e t wi st s or 

r e si d u al d e p o siti o n ar e e n o u g h t o s uffi c e t h e pr ot ei n’ s c at al yti c c y cl e [ 3 0]. Ulti m at el y, t h e 

c at al yti c f u n cti o n c a n al s o c o ntri b ut e t o a pr ot ei n ’s c o m pl e xit y [ 3 1] a n d s u p er -f a st c at al yti c 

c y cl e s or tr a n siti o n st a t e s p u s h m et h o d s t o t h eir ti m e-r e s ol uti o n li mit s [ 3 2, 3 3]. 
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Fi g u r e 1: S y st e m c o m pl e xit y , d y n a mi c s a n d di st a n c e s c h ar a ct eri z e d  i n t hi s w or k. A.  Str u ct ur al 

a n d f u n cti o n al c o m pl e xit y e n c o u nt er e d i n t hi s w or k. T 4 L a c hi e v e s c at al y si s wit h a t w o -d o m ai n mi n or 

pi n c er m o v e m e nt. h G B P 1 o p er at e s wit h o n e c at al yti c d o m ai n (ri g ht si d e of d e pi ct e d m ol e c ul e) f or 

G T P -bi n di n g a n d h y dr ol y si s w hi c h will f a v or a h o m o di m er or g a ni z e d vi a t h e c at al yti c d o m ai n m G B P 7 

pr o p o s e dl y b e h a v e s si mil ar t o h G B P 1 a n d i s a bl e t o f or m h et er o -di m er s wit h ot h er m G B P s i n vi v o. 

K D M 6 A i s a hi g hl y c o m pl e x t hr e e -d o m ai n pr ot ei n wit h a c at al yti c d o m ai n, a n i nt er a cti o n d o m ai n a n d 

a n i ntri n si c al l y di s or d er e d d o m ai n i n b et w e e n. B.  W e c h ar a ct eri z e d i ntr a - a n d i nt er m ol e c ul ar di st a n c e s 

i n pr ot ei n c o m pl e x e s i n Å n g str ö m r a n g e. W e r e s ol v e d c ell ul ar c ol o c ali z ati o n a n d di stri b uti o n ( al s o 

r ati o) of pr ot ei n s i n t h e n a n o m et er-mi cr o m et er r a n g e. C.  I n t hi s w or k, w e c h ar a ct eri z e d t h e f a st 

c o nf or m ati o n d y n a mi c s a n d diff u si o n of T 4 L o n a n a n o s e c o n d -mi cr o s e c o n d ti m e s c al e. W e f urt h er 

c h ar a ct eri z e d d o m ai n m o v e m e nt d y n a mi c s of h G B P 1 o n a milli s e c o n d ti m e s c al e. I n c ell s, w e 

c h ar a ct eri z e d t h e diff u si o n of m G B P s i nt o pr e vi o u sl y bl e a c h e d p arti cl e s o n a ti m e s c al e of s e c o n d s.  

h G B P 1 + m G B P 7

D y n a mi c s c h ar a ct eri z e d

Di st a n c e s c h ar a ct eri z e d

1 0 -1 0 1 0 -9 1 0 -41 0 -51 0 -61 0 -71 0 -8

T 4 L h G B P 1 m G B P 7

[ m]

1 0 -1 0 1 0 -9 1 0 -41 0 -51 0 -61 0 -71 0 -8 1 0 -3 1 0 11 0 01 0 -2 1 0 21 0 -1 [ s]

m G B P 7 + K D M 6 A

C o -l o c ali z ati o n C ell ul ar di stri b uti o n

- t w o d o m ai n s
f ulfil c at al y si s

- ‚ o p e n-cl o s e d ‘ 
pi n c er
m o v e m e nt

I
n 

vit
r
o

T 4 L 
1 6 4 a a

1 8. 6 k D a

I
n 

vi
v
o

- o n e c at al yti c d o m ai n

- h eli c e s a bl e t o o p e n 
li k e a s wi s s k nif e

- h o m o -di m er i nt erf a c e

- C -t er mi n al pr e n yl ati o n

- o n e c at al yti c d o m ai n

- h o m o -/ h et er o-di m er 
i nt erf a c e (r e d)

- C -t er mi n al (bl u e ) 
m e m br a n e a n c h or

- C -t er mi n al c at al yti c d o m ai n

- N -t er mi n al m ulti-i nt er a cti o n d o m ai n

- di s or d er e d r e gi o n i n b et w e e n

St r u ct ur al & f u n cti o n al c o m pl e xit y

S y st e m c o m pl e xit yA.

B.

C.

St
r

u
ct

ur
e

Hi
g

hl
i

g
ht

s

I ntr a-/i nt er m ol e c ul ar

h G B P 1
5 9 2 a a

6 7. 9 k D a

m G B P 7
6 3 8 a a

7 2. 7 k D a

K D M 6 A/ U T X
1 4 0 1 a a

1 5 4. 2 k D a



4  
 

All s y st e m s u s e d i n t hi s w or k ( Fi g. 1 A ) e x ert a n e n z y m ati c f u n cti o n: T h e b a ct eri o p h a g e T 4 

L y s o z y m e ( T 4 L) i s h y dr ol y zi n g gl y c o si di c b o n d s i n b a ct eri al c ell w all s b y u si n g a pi n c er 

m o v e m e nt b et w e e n t h e  d o m ai n s d uri n g t h e c at al yti c c y cl e [ 3 4]. B ot h h G B P 1 a n d m G B P 7 

h y dr ol y z e G T P t o c h a n g e t h eir d o m ai n arr a n g e m e nt a n d a s s e m bl e i n di m er s a n d 

s u b s e q u e nt oli g o m er s, w hi c h ar e a bl e t o dir e ctl y att a c k i ntr a c ell ul ar p ar a sit e s [ 3 5, 3 6]. 

K D M 6 A c a n s p e cifi c all y bi n d  t o Hi st o n e H 3 K 2 7 m e 3/ 2 r e si d u e s a n d d e m et h yl at e t h e m, u si n g 

α -k et o gl ut ar at e a n d F e(II) a s c o -s u b str at e s a n d Z n(II) a s c o -f a ct or [ 3 7]. 

A p art fr o m t h e c at al yti c f u n cti o n, m a n y pr ot ei n s s er v e a s s c aff ol d pr ot ei n t o e n a bl e 

i nt er a cti o n wit h ot h er pr ot ei n s i n ord er t o tri g g er p at h w a y s a n d/ or a s s e m bl e i nt o l ar g e 

c o m pl e x e s [ 3 8-4 0] . I n o ur w or k (Fi g. 1 A ), b ot h h G B P 1 a n d m G B P 7 c o nt ai n i nt er a cti o n 

i nt erf a c e s t o f or m di m er s, a cr u ci al st e p f or t h e s u b s e q u e nt f or m ati o n of oli g o m er s a n d t h eir 

a nti -p ar a siti c f u n cti o n [ 4 1, 4 2] . T h e s c aff ol di n g c a n al s o o c c ur i n c o nj u n cti o n wit h t h e c at al yti c 

f u n cti o n [ 2 9, 4 3]. T h e t etr atri c o p e pti d e r e p e at r e gi o n ( T P R) f o u n d i n K D M 6 A c a n i nt er a ct wit h 

c o m pl e x e s w hi c h ar e dir e ctl y c o n n e ct e d t o t h e e n z y m ati c f u n cti o n of K D M 6 A [ 4 4]. Ot h er 

str u c t ur e pr ot ei n s e n a bl e or g a ni s m s t o a s s u m e a n d h ol d s h a p e, b y f or mi n g or pr o d u ci n g 

m ol e c ul ar m e s h e s or gri d s [ 4 5, 4 6]. T h e f u n cti o n alit y of a nti b o di e s or t o xi n s i s al s o 

d et er mi n e d b y t h e str u ct ur e fitti n g t o t h e t ar g et sit e s [ 4 7, 4 8].  

Fl u or e s c e n c e -b a s e d t e c h ni q u e s c a n r e s ol v e m o st of t h e f e at ur e s d e s cri b e d a b o v e. I n or d er 

t o b e s p e ctr o s c o pi c all y vi si bl e, pr ot ei n s n e e d t o b e l a b el e d wit h s uit a bl e r e p ort er s. T hi s i s 

eit h er a n artifi ci al fl u or o p h or e, att a c h e d t o t h e bi o m ol e c ul e i n a l a b eli n g pr o c e d ur e [ 4 9], or a 

fl u or e s c e nt pr ot ei n, u s u all y cl o n e d i nt o t h e pr ot ei n’ s e x pr e s si o n g e n e [ 5 0]. Pr ot ei n t a g s a n d 

fl u or e s c e nt a nti b o di e s e n a bli n g s p e cifi c l a b eli n g i n c ell s [ 5 1, 5 2], al b eit t h e s p ati al r e s ol uti o n 

i s m o stl y li mit e d t o i m a gi n g r e s ol uti o n d u e t o t h eir l ar g e i ntri n si c si z e. It s h o ul d b e c o n si d er e d 

t h at a n y m o difi c ati o n mi g ht si g nifi c a ntl y alt er t h e pr ot ei n s b e h a vi or i n r el ati o n t o t h e 

u n m o difi e d e ntit y [ 5 3]. 

T h e bi o m ol e c ul ar s y st e m s c h ar a ct eri z e d i n t hi s w or k  (Fi g. 1 ) ar e cl a s sifi e d i nt o f o ur pr oj e ct s, 

s h o w n b el o w. Pl e a s e r ef er t o t h e i n di vi d u al c h a pt er s f or d et ail e d i ntr o d u cti o n of t h e s y st e m 

a n d t h e r e s p e cti v e r e s ult s.  

I n C h a pt er 1 , w e ai m e d t o c o m pl e m e nt a n d c o n cl u d e i n vitr o e x p eri m e nt s c h ar a ct eri zi n g 

m o v e m e nt b et w e e n t h e t w o s u b -d o m ai n s of t h e b a ct eri o p h a g e T 4 L y s o z y m e ( T 4 L) d uri n g 

t h e c at al yti c c y cl e.  

I n C h a pt er 2 , w e ai m e d t o c h ar a ct eri z e t h e s u b st a nti al c h a n g e i n r el ati v e d o m ai n p o siti o ni n g 

of t h e h u m a n g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n 1 ( h G B P 1) i n vitr o u p o n s u b str at e bi n di n g a n d 

s u b s e q u e nt di m eri z ati o n o n a m a g nit u d e of s e c o n d s.  
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I n C h a pt er 3 , w e ai m e d t o u n d er st a n d t h e a s s e m bl y of m uri n e g u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n s 

( m G B P s) i nt o d e n s e pr ot ei n p h a s e s k n o w n a s v e si cl e-li k e str u ct ur e s ( V L S) i n vi v o.  

I n C h a pt er 4 , w e ai m e d t o c o m pr e h e n siv el y c h ar a ct eri z e t h e hi st o n e H 3 K 2 7 -s p e cifi c 

d e m et h yl a s e 6 A ( K D M 6 A or U T X) a n d it s c a n c er -d eri v e d/i n s pir e d v ari a nt s i n vitr o a n d i n vi v o 

wit h r e s p e ct t o l o c ali z ati o n, a cti vit y, i nt er a cti o n a n d c ell ul ar p h e n ot y p e o b s er v e d aft er 

e x pr e s si o n i n ur ot h eli al c a n c er c ell li n e s ( U C C s).  

 

2. Ill u mi n ati n g m et h o d s: A n i ntr o d u cti o n t o fl u or e s c e n c e -b a s e d s p e ctr o s c o p y 

a n d i m a gi n g  

I n m o d er n d a y lif e s ci e n c e s, e s p e ci all y i n m e di c al r e s e ar c h a n d t h e r a pi dl y a d v a n ci n g bi ot e c h 

s e ct or, k n o wi n g t h e f u n cti o n alit y of a pr ot ei n a n d  u si n g it t o o n e’ s o bj e cti v e i s t h e k e y t o 

s u c c e s s [ 5 4-5 6] . C o n s e q u e nti all y, a c e ntr al p ar a di g m of pr ot ei n str u ct ur e r e s e ar c h i s t h e h u nt 

f or t h e str u ct ur e-f u n cti o n r el ati o n s hi p, ai mi n g t o e x p a n d t h e u n d er st a n di n g of a pr ot ei n’ s 

f u n cti o n alit y vi a t h e k n o wle d g e of it s str u ct ur e. W hil e t h e pri m ar y str u ct ur e  of a pr ot ei n i s 

e a sil y e xtr a ct a bl e fr o m g e n o mi c i nf or m ati o n [ 5 7], t h e c orr e ct t o p ol o g y, arr a n g e m e nt s a n d 

e v e n f u n cti o n aliti e s ar e h ar d er t o a s s e s s [ 5 8, 5 9]. R e c e ntl y t h o u g h, a d v a n c e s i n d e e p 

l e ar ni n g d eli ver tr e m e n d o u s r e s ult s o n str u ct ur e pr e di cti o n fr o m s e q u e n c e [ 6 0, 6 1]. Q uit e 

oft e n, t h e u n d erl yi n g s e c o n d ar y/t erti ar y str u ct ur e el e m e nt s a n d e v e n q u at er n ar y a s s e m bli e s 

ar e pr e di ct a bl e b y u bi q uit o u s pri n ci pl e s i n c o n s e n s u s m otif s [ 6 2, 6 3] a n d str u ct ur e h o m ol o g y 

[ 6 4, 6 5]. T h e s e m et h o d s l ar g el y d e p e n d o n a p o st eri ori  k n o wl e d g e, e v e n t h e r e c e nt d e e p 

l e ar ni n g al g orit h m s ( s o f ar) u s e d e m piri c al r e s o ur c e s t o tr ai n t h e AI [ 6 0]. H e n c e, h ar d d at a 

g ai n e d fr o m v ari o u s s p e ctr o s c o pi c m et h o d s b uil d s u p t h e f u n d a m e nt s of m o st d at a b a s e s o n 

pr ot ei n str u ct ur e [ 6 6, 6 7]. B y d e si g n, m a n y of t h e s e cl a s si c s p e ctr o s c o p y t e c h ni q u e s yi el d 

hi g hl y r e s ol v e d pr ot ei n str u ct ur e a s a ri gi d cr y st al b ut str u g gl e i n t h e r e s ol uti o n of d y n a mi c 

ar e a s [ 6 8, 6 9]. All t h e w hil e, k n o wl e d g e o n pr ot ei n d yn a mi c s b e c a m e m or e a n d m or e 

r el e v a nt, e s p e ci all y si n c e t h e d y n a mi c p art s of t h e pr ot ei n ar e oft e n t h e f u n cti o n al o n e s [ 7 0]. 

B ot h tr a n siti o n ti m e s a n d s p ati al r e s ol uti o n of fl e xi bl e r e gi o n s ar e of hi g h i nt er e st [ 3 2]. 

Alt h o u g h s p e ctr o s c o pi c m et h o d s ar e v er y diff er e nt i n s a m pl e r e q uir e m e nt s a n d t e c h ni c al 

li mit s, m o d er n s ci e ntifi c c o m m u niti e s n o w bri n g f or w ar d i nt er di s ci pli n ar y st u di e s, a d dr e s si n g 

b ot h d y n a mi c a n d ri gi d str u ct ur al el e m e nt s si m ult a n e o u sl y [ 7 1-7 3] . M a n y of t h e 

s p e ctr o s c o pi c m et h o d s h a v e b e e n i nt er c o n n e ct e d a n d off er c o n v erti bl e f or m at s t o all o w a 

gl o b al a n al y si s of s p e ctr o s c o p y d at a i n o n e eff ort [ 7 4-7 6] . 

A s o n e of t h e f u n d a m e nt al pill ar s of s p e ctr o s c o p y, fl u or e s c e n c e -b a s e d s p e ctr o s c o p y a n d 

i m a gi n g t e c h ni qu e s e x c el b y c o n c urr e ntl y d eli v eri n g m ulti -m a g nit u d e t e m p or al r e s ol uti o n a n d 

s p ati al i nf or m ati o n [ 7 7]. S p ati al i nf or m ati o n c a n b e a c c ur at el y d et er mi n e d o n an  Å n g str ö m 
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l e v el d u e t o t h e dir e ct di st a n c e d e p e n d e n c y of F ör st er r e s o n a n c e e n er g y tr a n sf er ( F R E T) 

[7 8] .  M et h o di c all y, all fl u or e s c e n c e-b a s e d t e c h ni q u e s e x pl oit c ert ai n i nf or m ati o n g ai n e d fr o m 

a n al y si s of t h e p h ot o n s e mitt e d b y t h e fl u or o p h or e u p o n c o ntr oll e d e x cit ati o n wit h a 

m o n o c hr o m ati c li g ht s o ur c e [ 7 8]. T h e yi el d e d e mi s si o n i nt e n sit y c a n b e u s e d to l o c ali z e t h e 

fl u or o p h or e’ s st ati o n ar y p o siti o n i n s p a c e [ 7 9] or t o f oll o w t h e diff u si o n of m ol e c ul e s [ 8 0].  

I n fl u or e s c e n c e c orr el ati o n s p e ctr o s c o p y (F C S ), fl u or e s c e ntl y l a b el e d m ol e c ul e s 

tr a n sl ati o n all y diffu s e t hr o u g h  t h e c o nf o c al v ol u m e (Fi g. 2 B ) w hi ch i s d et er mi n e d b y t h e p oi nt 

s pr e a d f u n cti o n ( P S F).  L o w c o n c e ntr ati o n (l o w  n M  t o p M) of m ol e c ul e s all o w s  o nl y a f e w 

m ol e c ul e s pr e s e nt i n t h e c o nf o c al v ol u m e at t h e s a m e ti m e, c a u si n g t h e a ct u al fl u ct u ati o n i n 

fl u or e s c e n c e t o b e vi si bl e a n d n ot  b ei n g  a v er a g e d o v er a l ar g e e n s e m bl e.  T h e  m e a s ur e d 

fl u or e s c e n c e si g n al c a n b e  s elf -c orr e l at e d o v er a n eff e cti v e  ti m e-r a n g e b et w e e n of s u b -

n a n o s e c o n d t o milli s e c o n d s ( Fi g. 2 E ). T h e r e s ulti n g  a ut o c orr el ati o n f u n cti o n G( τ)  i s t h e 

c orr el ati o n of fl u or e s c e n c e i nt e n sit y wit h it s elf, s hift e d b y t h e l a g -ti m e τ. W h e n e v er a n e v e nt 

c a u s e s t h e fl u or e s c e nt si g n al t o fl u ct u at e, t h e ti m e -p oi nt a n d a m plit u d e of t hi s e v e nt c a u s e s 

t h e a ut o c orr el ati o n f u n cti o n to a b br e vi at e  fr o m t h e b a s eli n e. I n t hi s w or k, w e u s e d F C S f or 

o ur T 4 L -st u d y t o r e s ol v e q u e n c hi n g a n d diff u si o n d y n a mi c ( Fi g. 1 B ).  

W h e n w or ki n g wit h m ulti pl e di sti n g ui s h a bl e fl u or o p h or e s, t h e c o ntri b uti o n s of r e s o n a n c e 

e n er g y tr a n sf er c a n b e a s s e s s e d b y i nt e n sit y r ati o s [ 8 1] a n d c o n v ert e d i nt o di st a n c e at 

Å n g str ö m l e v el ( Fi g 2 D ). If t h e d e vi c e i s a bl e t o cl o c k t h e ti m e-p eri o d n e e d e d f or t h e p h ot o n 

t o b e e mitt e d a n d d et e ct e d aft er e x cit ati o n, t hi s ti m e-r e s ol v e d s p e ctr o s c o p y c a n f urt h er 

r e v e al t e m p o-s p ati al f e at ur e s [ 8 2] (Fi g. 2 E ). Fi n all y, t h e d et e cti o n of p ol ari z e d e mi s si o n b y 

u s a g e  of m ulti pl e p er p e n di c ul arl y pl a c e d d et e ct or u nit s e n a bl e s t o a n al y z e a n a d diti o n al 

p ar a m et er, t h e a ni s otr o p y [ 7 6]. T h e r e s ulti n g m ulti p ar a m et er fl u or e s c e n c e d et e cti o n ( M F D) 

c a n gr e atl y e n h a n c e e x p eri m e nt al o pti o n s a n d d at a q u alit y [ 8 3]. I n t h e l a st d e c a d e, F R E T-

b a s e d a n d fl u or e s c e nt s p e ctr o s c o p y st e a dil y d e v el o p e d i nt o a r eli a bl e hi g h -a c c ur a c y t o ol s et 

f or a t e m p or al-s p ati al r e a d o ut t o r e s ol v e pr ot ei n d y n a mi c s a n d str u ct ur e [ 8 4]. T hi s c u m ul at e d 

i nt o t h e l at e st c o m p ar ati v e bli n d st u d y, w h er e 2 0 l a b s i n d e p e n de ntl y m a n a g e d t o d et er mi n e 

F R E T -effi ci e n ci e s o n D N A -d u pl e x e s wit h a st a n d ar d d e vi ati o n of Δ E b et w e e n ± 0. 0 2 a n d 

± 0. 0 5 [ 8 5]. R e s ult s c o n c er ni n g d y n a mi c s ar e e q u all y i m pr e s si v e [ 3 2, 8 6] a n d t h e gr o wi n g 

F R E T -c o m m u nit y i s h ar m o ni zi n g a p pr o a c h e s, ai mi n g t o e n h a n c e d at a a c c e s si bilit y, 

c o m p ati bilit y a n d s et a g ol d st a n d ar d f or f ut ur e F R E T -b a s e d s p e ctr o s c o p y [ 8 4]. F or t h e 

c o m p ut ati o n al s ci e n c e s, F R E T -a s si st e d c o m p ar ati v e m o d elli n g h a s d e v el o p e d i nt o a n 

a c cl ai m e d t o ol t o s y n er gi z e i n sili c o wit h e x p eri m e nt al d at a [ 7 7, 8 7]. T hi s c u m ul at e d i n t h e 

r e c e nt a d diti o n of F R E T-a s si st e d c o m p ar ati v e m o d elli n g t o t h e P D B -D e v [ 8 8], a pr ot ot y p e 

ar c hi vi n g s y st e m f or str u ct ur al m o d el s o bt ai n e d u si n g i nt e gr ati v e or h y bri d m o d elli n g.  
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T e c h ni c all y, t h e eff e cti v e r e s ol uti o n of F R E T -t ec h ni q u e s i s d et er mi n e d b y m o d el a c c ur a c y, 

d e p e n di n g o n d at a q u alit y [ 8 9] a n d k n o wl e d g e of fl u or e s c e nt d y e di stri b uti o n s a n d 

ori e nt ati o n s [ 9 0] a s w ell a s s p e cifi c d y e p h ot o p h y si c s [ 9 1]. All t h e e st a bli s h e d F R E T-b a s e d 

m et h o d s ar e all a bl e t o a c hi e v e hi g h -a c c ur a c y r e a d o ut b y d e si g n. A c hi e vi n g v er y hi g h 

a c c ur a c y c a n alr e a d y b e c h all e n gi n g i n a c o ntr oll e d e n vir o n m e nt, m a ki n g t h e c o m p ar ati v e 

r e s ult s of t h e fir st F R E T-st u d y [ 8 5] e v e n m or e i m pr e s si v e. C orr e cti o n f a ct or s n e e d t o b e 

d et er mi n e d f or o ur m et h o d s, e v e n w h e n w or ki n g wit h r el ati v el y st a bl e a n d u nif or m D N A -

d u pl e x s a m pl e s [ 9 2, 9 3]. C al c ul ati n g F R E T-effi ci e n c y fr o m fl u or e s c e n c e i nt e n sit y r ati o s a n d 

fl u or e s c e n c e lif eti m e s, w e n e e d t o c o n si d er c orr e cti o n f a ct or s [ 8 1]: i) s p e ctr al cr o s st al k α, ii) 

dir e ct a c c e pt or  e x cit ati o n δ a n d iii) t h e e x cit ati o n/ d et e cti o n c orr e cti o n f a ct or γ, wit h t h e l att er 

o n e b ei n g i d e ntifi e d a s t h e m ai n c o ntri b ut e f or d e vi ati o n i n t h e st u d y. T h e c orr e cti o n f a ct or s 

c a n b e d et er mi n e d b y u si n g M F D c o m bi n e d wit h p ul s e d i nt erl e a v e d e x cit ati o n ( PI E) [ 9 4].  

If w e i n cr e a s e t h e s y st e m c o m pl e xit y (Fi g. 1 ), a c o u pl e of a d diti o n al f a ct or s c o m e i nt o pl a y: i) 

l a b eli n g a n d s a m pl e pr e p ar ati o n [ 5 3], ii) c h e mi c al e n vir o n m e nt of t h e fl u or e s c e nt d y e [ 9 5, 

9 6] , iii) i nt er n al d y n a mi c s a n d u n k n o w n st at e s [ 3 2] a n d i v) gr o wi n g u s er bi a s c o n c er ni n g 

s a m pl e pr e p ar ati o n, m e a s ur e m e nt s, d at a s a m pli n g a n d a n al y si s [ 8 4, 9 7]. M o st e x p eri m e nt s 

ar e c arri e d o ut i n vitr o at s u p er l o w si n gl e -m ol e c ul e c o n c e ntr ati o n s ( a n i m m e n s e a d v a nt a g e 

of fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y) s o t h at l a b eli n g c o n diti o n s all o w t h e fl u or o p h or e t o b e 

att a c h e d i n a w ell -c o ntr oll e d e n vir o n m e nt. W hil e l a b eli n g, it i s cr u ci al t h at t h e pr ot ei n r et ai n s 

it s n ati v e st at e [ 5 3]. O n e n e e d s t o b e s ur e t h at e x p eri m e nt al c o n diti o n s ar e n ot irr e v er si bl y 

c h a n gi n g t h e pr ot ei n a n d t h at t h e fl u or e s c e nt e ntit y i s n ot i nt erf eri n g wit h t h e pr ot ei n 

str u ct ur e. Vi c e v er s a , o n e n e e d s t o b e s ur e t h at t h e pr ot ei n will n ot q u e n c h t h e fl u or o p h or e, 

c h a n g e t h e q u a nt u m yi el d a n d e v e nt u all y m e d dl e wit h t h e γ -f a ct or e sti m ati o n [ 9 1]. 

C o n s e q u e nti al l y, a p pr o pri at e c o ntr ol e x p eri m e nt s s h o ul d al w a y s b e i n pl a c e [ 9 4]. T h e 

i m m e n s e s e n siti vit y of o ur m et h o d s will p u ni s h a n y a b err a n c y i n fl u or e s c e n c e a s a vi si bl e 

st at e. T hi s c a n di st ort t h e d at a a n d l e a d t o mi si nt er pr et ati o n if t h e s y st e mi c k n o wl e d g e i s 

limit e d. U n k n o w n d y n a mi c s f o u n d i n bi o m ol e c ul e s c a n c o m pli c at e t h e d at a b ut c a n al s o b e a 

v er y r e w ar di n g a s n o v el r e s ult s if r e s ol v e d c orr e ctl y [ 3 2]. Pri or i nf or m ati o n, e s p e ci all y o n 

b a si c str u ct ur e or e n d -st at e s, i s hi g hl y v al u a bl e f or a n y -w ell pl a n n e d F R E T -e x p eri m e nt. 

C o n s e q u e nti all y, F R E T -b a s e d s p e ctr o s c o p y will oft e n e x c el b y f urt h er a d v a n ci n g k n o wl e d g e 

i nt o a dir e cti o n w h er e ot h er m et h o d s ar e o ut of b o u n d s [ 8 6, 9 8]. W e u s e d a F R E T-r e a d o ut i n 

a n e T C S P C e x p eri m e nt o n o ur h G B P 1 -s y st e m ( Fi g. 1 B / C), m e a s uri n g di st a n c e s o n a n i nt er - 

a n d i ntr a m ol e c ul ar m a g nit u d e ( Fi g. 2 D)  wit h m ulti pl e F R E T -p air s. B y c o m bi n ati o n wit h a 

st o p p e d -fl o w s y st e m, w e c o ul d f oll o w t h e d y n a mi c c h a n g e of t h e di st a n c e s o n a milli s e c o n d 

ti m e s c al e (Fi g. 2 E ).  
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C h a n gi n g fr o m i n vitr o e x p eri m e nt s t o i n vi v o e x p eri m e nt s bri n g s a n e w s et of c h all e n g e s, 

n a m el y i) fr e q u e nt u s e of t er mi n al fl u or e s c e nt pr ot ei n s or t a g s i n st e a d of fl u or o p h or e s 

p o siti o n e d o n d e m a n d [ 9 9], ii) c ell ul ar b a c k gr o u n d fl u or e s c e n c e [ 1 0 0] a n d iii) tr a n si e nt pr ot ei n 

e x p r e s si o n a n d c ell ul ar h et er o g e n eit y. Si n c e l a b eli n g c o n diti o n s i n c ell s ar e h ar d t o c o ntr ol b y 

d e si g n, fl u or e s c e n c e pr ot ei n s a n d t a g s ar e oft e n t h e c h oi c e f or t h e r e s p e cti v e m e a s ur e m e nt s 

[ 1 0 1]. Fl u or e s c e nt pr ot ei n s a n d m o st t a g s ar e c h all e n gi n g t o u s e a s s pati al i n di c at or s si n c e 

t h e p o siti o n al di stri b uti o n i s wi d er t h a n f or d y e fl u or o p h or e s [ 9 9, 1 0 2] a n d t h e h y dr o d y n a mi c 

r a di u s of t h e r e p ort er pr ot ei n s alr e a d y t a k e u p t h e hi g h-effi ci e n c y s e cti o n wit hi n t h e F R E T 

di st a n c e r a n g e [ 1 0 3]. P h ot o p h y si c s of fl u or e s c ent pr ot ei n s ar e u s u all y c o m pl e x [ 1 0 4, 1 0 5] 

a n d d e p e n d h e a vil y o n t h e c ell ul ar e n vir o n m e nt [ 1 0 6], s y st e m ati c err or s ar e p o s si bl e. O ur 

s p e ctr o s c o pi c m et h o d s al w a y s r et ai n t h eir hi g h a c c ur a c y - b ut t h e c o m pl e x s y st e m will 

c o nfi n e t h e m t o l o w er a c c ur a c y q uit e oft e n. Still, q u alit ati v e i nt er a cti o n, c o m pl e x a s s e m bl y 

r ati o s a n d bi n di n g affi niti e s c a n b e e sti m at e d v er y w ell a n d gi v e u ni q u e a n d v al u a bl e 

i nf or m ati o n a b o ut c ell ul ar pr o c e s s e s [ 3 5, 1 0 7]. I n b ot h st u di e s c arri e d o ut i n li v e c ell s, 

m G B P 7 a n d K D M 6 A, w e u s e d a n M FI S -F R E T r e a d o ut t o o bt ai n i nf or m ati o n a b o ut t h e 

i nt er a cti o n t o a l a b el e d bi n di n g p art n er. W e a c hi e v e d i nf or m ati o n a b o ut s p ati al pr o xi mit y (Fi g. 

2 A ) a n d c o ul d c o n s e q u e nti all y d et er mi n e bi n di n g affi niti e s i n li v e c ell s. 

A s a s y n er gi sti c m et h o d t o fl u o r e s c e n c e s p e ctr o s c o p y [ 7 4], fl u or e s c e nt i m a gi n g i s 

tr a diti o n all y a p pli e d t o a c hi e v e r e s ol uti o n a b o v e t h e A b b e li mit ( > 2 0 0 n m) [ 1 0 8] (Fi g. 2 D ). 

R e c e ntl y, wit h t h e e x p a n si o n of li g ht mi cr o s c o p y b el o w t h e cl a s si c r e s ol uti o n li mit, s u p er -

r e s ol uti o n (S R) fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y t e c h ni q u e s ar e al s o ai mi n g t o a c hi e v e m ol e c ul ar 

r e s ol uti o n o n a s u b-n a n o m et er l e v el [ 1 0 9, 1 1 0] (Fi g. 2 D ). Still, fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y i s 

pr ef er a bl y u s e d a s a t o ol t o e v al u at e w h er e a n d i n w hi c h r ati o s pr ot ei n s a s s e m bl e i n a 

c ell ul ar c o nt e xt. I n t hi s w or k, w e u s e d b ot h S R a n d c o nf o c al mi cr o s c o p y ( Fi g. 2 C ) t o i) 

r e s ol v e c ol o c ali z ati o n b et w e e n pr ot ei n s p e ci e s at pi x el-r e s ol uti o n a n d ii) t o q u a ntif y c ell ul ar 

di stri b uti o n a n d t o iii) o b s er v e c ell ul ar p h e n ot y p e s t o c at e g ori z e t h e m. C o m p ar e d t o 

fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y, fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y i s al s o a bl e t o r e s ol v e c ell ul ar 

d y n a mi c s [ 1 1 1] b ut o n a m a cr o s c o pi c ti m e -s c al e, f oll o wi n g c ell ul ar m o v e m e nt or p arti cl e 

diff u si o n ( Fi g. 2 E ). W e u s e d t hi s t e c h ni q u e, fl u or e s c e n c e r e c o v er y aft er p h ot o bl e a c hi n g 

( F R A P), t o f oll o w t h e diff u si o n of m G B P 7 m ol e c ul e s a n d t h eir p art n er s i n l ar g e oli g o m er s 

(Fi g. 1 C ).  
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Fi g u r e 2 : P ri n ci pl e s of fl u or e s c e n c e, F R E T a n d r e s ol uti o n of m et h o d s u s e d i n t hi s w or k.  A.  

F R E T -effi ci e n c y f oll o wi n g a n i n v er s e si xt h -p o w er di st a n c e d e p e n d e n c y . T h e F ör st er r a di u s, R 0 , 

d efi n e s t h e i n di vi d u al p oi nt at w hi c h t w o fl u or o p h or e s ar e at a F R E T -effi ci e n c y of 0. 5.. T h e a d diti o n al 

J a bl o n s ki -di a gr a m d e pi ct s e x cit ati o n of fl u or o p h or e s a n d F R E T b et w e e n d o n or a n d a c c e pt or. B.  

F l u or e s c e nt m ol e c ul e s diff u si n g t hr o u g h t h e c o nf o c al v ol u m e, d et er mi n e d b y t h e P S F. C . A p pli c ati o n 

of fl u or e s c e nt i m a gi n g. T h e L a s er ( 1) b e a m i s dir e ct e d ( 2) i nt o a n o bj e cti v e ( 6) t hr o u g h a n e x cit ati o n 

filt er ( 3). T h e fl u or e s c e nt si g n al e mitt e d fr o m t h e s a mpl e ( 7) will r e -e nt er t h e o bj e cti v e, p a s s t h e 

di c hr oi c filt er ( 5) a n d a n e mi s si o n filt er ( 4) a n d e nt er t h e d et e ct or ( 8). D . I n t hi s w or k, w e s p ati all y 

r e s ol v e d m ol e c ul ar di st a n c e s wit hi n F R E T r a n g e ( < 1 0 0 Å). C ell ul ar pr ot ei n di stri b uti o n s i n S R -i m a gi n g 

r a ng e ( ~ 1 0 0 n m) a n d t h e wi d er c o nf o c al r a n g e ( > 2 0 0 n m) w a s utili z e d t o r e s ol v e i ntr a c ell ul ar 

di st a n c e s. E . I n t hi s w or k, w e t e m p or all y r e s ol v e d t h e fl u or e s c e n c e d e c a y o c c urri n g wit hi n 

n a n o s e c o n d -r a n g e aft er e x cit ati o n. W e f urt h er r e s ol v e f a st ( mi n or) c o nf or m ati o n al d y n a mi c s a n d 

r ot ati o n wit hi n t h e n a n o s e c o n d r a n g e, tri pl et st at e s a n d diff u si o n i n t h e mi cr o s e c o n d r a n g e a n d sl o w 

( m aj or) c o nf or m ati o n al d y n a mi c s i n t h e milli s e c o n d r a n g e. I n c ell ul ar s y st e m s, w e r e s ol v e r e c o v er y 

aft er p h ot o bl e a c hi n g a n d p ar ti cl e diff u si o n i n t h e r a n g e of s e c o n d s. 

T h e fl u or e s c e n c e-b a s e d m et h o d s u s e d i n t hi s w or k  ( Fi g. 2 ) ar e di stri b ut e d o v er t h e c o ur s e of 

t h e f o ur m ai n pr oj e ct s. Pl e a s e r ef er t o t h e i n di vi d u al c h a pt er s f or d et ail e d m et h o di c al 

d e s cri pti o n a n d d at a.  

I n C h a pt er 1 , w e m ai nl y u s e d fl u or e s c e n c e c orr el ati o n s p e ctr os c o p y ( F C S) t o c o m p ar e 

diff u si o n al, c o nf or m ati o n al  a n d p h ot o p h y si c al d y n a mi c s . 

I n C h a pt er 2 , w e m ai nl y u s e d e n s e m bl e ti m e-c orr el at e d si n gl e p h ot o n c o u nti n g ( e T C S P C) 

wit h a r e a d o ut b a s e d o n F ör st er r e s o n a n c e  e n er g y tr a n sf er ( F R E T) a n d c o m pl e m e nt e d wit h 

a m a cr o -ti m e e xt e n si o n ( st o p p e d-fl o w) t o f oll o w ki n eti c s i n t h e m a g nit u d e of milli s e c o n d s- 

s e c o n d s.  

I n C h a pt er 3 , w e m ai nl y u s e d m ulti p ar a m et er fl u or e s c e n c e i m a g e s p e ctr o s c o p y ( M FI S) a n d 

i m a gi n g m et h o d s, s u c h a s c o nf o c al mi cr o s c o p y, str u ct ur e d ill u mi n ati o n mi cr o s c o p y ( SI M) 

a n d fl u or e s c e n c e r e c o v er y aft er p h ot o bl e a c hi n g ( F R A P) t o c h ar a ct eri z e affi niti e s a n d p h a s e 

pr o p erti e s.  

I n C h a pt er 4 , w e u s e d b ot h c o nf o c al a n d S R -i m a gi n g, utili z e d a u xili ar y M FI S m e a s ur e m e nt s 

a n d c o m pl e m e nt e d t h e r e s ult s wit h a v a st a m o u nt of bi o c h e mi c al m et h o d s.  
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3 6.  Tr eti n a, K., P ar k, E. S., M a mi n s k a, A., M a c Mi c ki n g, J. D. I nt erf er o n -i n d u c e d 

g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n s: g u ar di a n s of h o st d ef e n s e i n h e alt h a n d di s e a s e . J o ur n al 

of E x p eri m e nt al M e di ci n e , 2 0 1 9, 2 1 6 , 4 8 2-5 0 0. D OI: 1 0. 1 0 8 4/j e m. 2 0 1 8 2 0 3 1.  

3 7.  A g g er, K., Cl o o s, P. A. C., C hri st e n s e n, J., P a s i ni, D., R o s e, S., R a p p sil b er, J., et al. 

U T X a n d J M J D 3 ar e hi st o n e H 3 K 2 7 d e m et h yl a s e s i n v ol v e d i n H O X g e n e r e g ul ati o n 

a n d d e v el o p m e nt . N at ur e , 2 0 0 7, 4 4 9 , 7 3 1-U 1 0. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 6 1 4 5.  
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3 8.  Mill er, T., Kr o g a n, N. J., D o v er, J., Er dj u m e nt -Br o m a g e, H., T e m p st, P., J o h n st o n, M., 

et al. C O M P A S S: a c o m pl e x of pr ot ei n s a s s o ci at e d wit h a trit h or a x -r el at e d S E T 

d o m ai n pr ot ei n . Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d 

St at e s of A m eri c a , 2 0 0 1, 9 8 , 1 2 9 0 2-1 2 9 0 7. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 2 3 1 4 7 3 3 9 8.  

3 9.  S mit h, T. F., G ait at z e s, C., S a x e n a, K., N e er, E. J. T h e W D r e p e at: a c o m m o n 

ar c hit e ct ur e f or di v er s e f u n cti o n s . Tr e n d s i n Bi o c h e mi c al S ci e n c e s , 1 9 9 9, 2 4 , 1 8 1-

1 8 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 9 6 8 -0 0 0 4( 9 9) 0 1 3 8 4 -5.  

4 0.  Bl at c h, G. L., L a s sl e, M. T h e t etr atri c o p e pti d e r e p e at: a str u ct ur al m otif m e di ati n g 

pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o n s . Bi o e s s a y s , 1 9 9 9, 2 1 , 9 3 2-9 3 9. D OI: 1 0. 1 0 0 2/( si ci) 1 5 2 1 -

1 8 7 8( 1 9 9 9 1 1) 2 1: 1 1 < 9 3 2:: Ai d -bi e s 5 > 3. 3. C o; 2 -e.  

4 1.  L e g e wi e, L., L o s c h wit z, J., St eff e n s, N., Pr e s c h er, M., W a n g, X., S mit s, S. H. J., et al. 

Bi o c h e mi c al a n d str u ct ur al c h ar a ct eri z ati o n of m uri n e G B P 7, a g u a n yl at e bi n di n g 

pr ot ei n wit h a n el o n g at e d C -t er mi n al t ail. Bi o c h e mi c al J o ur n al , 2 0 1 9, 4 7 6 , 3 1 6 1-3 1 8 2. 

D OI: 1 0. 1 0 4 2/ b cj 2 0 1 9 0 3 6 4.  

4 2.  G h o s h, A., Pr a ef c k e, G. J. K., R e n a ult, L., Witti n g h of er, A. , H err m a n n, C. H o w 

g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n s a c hi e v e a s s e m bl y -sti m ul at e d pr o c e s si v e cl e a v a g e of G T P 

t o G M P. N at ur e , 2 0 0 6, 4 4 0 , 1 0 1-1 0 4. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 4 5 1 0.  

4 3.  V ö p el, T., S y g u d a, A., Brit z e n -L a ur e nt, N., K u n z el m a n n, S., L u d e m a n n, M. B., 

D o v e n g er d s, C., et al. M e c h a ni s m of G T P a s e -a cti vit y -i n d u c e d s elf-a s s e m bl y of 

h u m a n g u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n 1 . J o ur n al of M ol e c ul ar Bi ol o g y , 2 0 1 0, 4 0 0 , 6 3-7 0. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.j m b. 2 0 1 0. 0 4. 0 5 3.  

4 4.  K at o, H., A s a mit s u, K., S u n, W. D., Kit aji m a, S., Y o s hi z a w a -S u g at a, N., O k a m ot o, T., 

et al. C a n c er -d eri v e d U T X T P R m ut ati o n s G 1 3 7 V a n d D 3 3 6 G i m p air i nt er a cti o n wit h 

M L L 3/ 4 c o m pl e x e s a n d aff e ct U T X s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n . O n c o g e n e , 2 0 2 0, 3 9 , 

3 3 2 2 -3 3 3 5. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 3 8 8 -0 2 0 -1 2 1 8 -3.  

4 5.  Di s c h er, D. E., J a n m e y, P., W a n g, Y. L . Ti s s u e c ell s f e el a n d r e s p o n d t o t h e stiff n e s s 

of t h eir s u b str at e . S ci e n c e , 2 0 0 5, 3 1 0 , 1 1 3 9-1 1 4 3. D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 1 1 6 9 9 5.  

4 6.  S c hl eif er, K. H., K a n dl er, O. P e pti d o gl y c a n t y p e s of b a ct eri al c ell -w all s a n d t h eir 

t a x o n o mi c i m pli c ati o n s. B a ct eri ol o gi c al R e vi e w s , 1 9 7 2, 3 6 , 4 0 7-4 7 7. D OI: 

1 0. 1 1 2 8/ m m br. 3 6. 4. 4 0 7 -4 7 7. 1 9 7 2.  

4 7.  C a s s el, D., Pf e uff er, T. M e c h a ni s m of c h ol er a t o xi n a cti o n - c o v al e nt m o difi c ati o n of 

g u a n yl n u cl e oti d e -bi n di n g pr ot ei n of a d e n yl at e -c y cl a s e s y st e m . Pr o c e e di n g s of t h e 

N at i o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a, 1 9 7 8, 7 5 , 2 6 6 9-2 6 7 3. 

D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 7 5. 6. 2 6 6 9.  

4 8.  K w o n g, P. D., W y att, R., R o bi n s o n, J., S w e et, R. W., S o dr o s ki, J., H e n dri c k s o n, W. A. 

Str u ct ur e of a n HI V g p 1 2 0 e n v el o p e gl y c o pr ot ei n i n c o m pl e x wit h t h e C D 4 r e c e pt or 

a n d a n e utr ali zi n g h u m a n a nti b o d y . N at ur e , 1 9 9 8, 3 9 3 , 6 4 8-6 5 9. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ 3 1 4 0 5.  
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4 9.  H a w e, A., S utt er, M., Ji s k o ot, W. E xtri n si c fl u or e s c e nt d y e s a s t o ol s f or pr ot ei n 

c h ar a ct eri z ati o n . P h ar m a c e uti c al R e s e ar c h , 2 0 0 8, 2 5 , 1 4 8 7-1 4 9 9.  D OI: 

1 0. 1 0 0 7/ s 1 1 0 9 5 -0 0 7 -9 5 1 6 -9.  

5 0.  Gi e p m a n s, B. N. G., A d a m s, S. R., Elli s m a n, M. H., T si e n, R. Y. T h e fl u or e s c e nt 

t o ol b o x f or a s s e s si n g pr ot ei n l o c ati o n a n d f u n cti o n. S ci e n c e , 2 0 0 6, 3 1 2 , 2 1 7-2 2 4. 

D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 1 2 4 6 1 8.  

5 1.  G a uti er, A., J uill er at,  A., H ei ni s, C., C orr e a, I. R., Ki n d er m a n n, M., B e a ufil s, F., et al. 

A n e n gi n e er e d pr ot ei n t a g f or m ulti pr ot ei n l a b eli n g i n li vi n g c ell s . C h e mi str y & Bi ol o g y , 

2 0 0 8, 1 5 , 1 2 8-1 3 6. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c h e m bi ol. 2 0 0 8. 0 1. 0 0 7.  

5 2.  M urr e y, H. E., J u d ki n s, J. C., E n d e, C. W. A., B all ar d, T. E., F a n g, Y. Z., Ri c c ar di, K., 

et al. S y st e m ati c e v al u ati o n of bi o ort h o g o n al r e a cti o n s i n li v e c ell s wit h cli c k a bl e h al o 

t a g li g a n d s: i m pli c ati o n s f or i ntr a c ell ul ar i m a gi n g. J o ur n al of t h e A m eri c a n C h e mi c al 

S o ci et y , 2 0 1 5, 1 3 7 , 1 1 4 6 1-1 1 4 7 5. D OI: 1 0. 1 0 2 1/j a c s. 5 b 0 6 8 4 7.  

5 3.  Q ui n n, M. K., G n a n, N., J a m e s, S., Ni n ar ell o, A., S ci orti n o, F., Z a c c ar elli, E., et al. 

H o w fl u or e s c e nt l a b elli n g alt er s t h e s ol uti o n b e h a vi o ur of pr ot ei n s . P h y si c al C h e mi str y 

C h e mi c al P h y si c s , 2 0 1 5, 1 7 , 3 1 1 7 7-3 1 1 8 7. D O I: 1 0. 1 0 3 9/ c 5 c p 0 4 4 6 3 d. 

5 4.  Y a n, R. H., Z h a n g, Y. Y., Li, Y. N., Xi a, L., G u o, Y. Y., Z h o u, Q. Str u ct ur al b a si s f or 

t h e r e c o g niti o n of S A R S-C o V -2 b y f ull -l e n gt h h u m a n A C E 2. S ci e n c e , 2 0 2 0, 3 6 7 , 

1 4 4 4 -+. D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. a b b 2 7 6 2.  

5 5.  P att er s o n, G. H., Li p p i n c ott-S c h w art z, J. A p h ot o a cti v at a bl e G F P f or s el e cti v e 

p h ot ol a b eli n g of pr ot ei n s a n d c ell s . S ci e n c e , 2 0 0 2, 2 9 7 , 1 8 7 3-1 8 7 7. D OI: 

1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 0 7 4 9 5 2.  

5 6.  C o n g, L., R a n, F. A., C o x, D., Li n, S. L., B arr ett o, R., H a bi b, N., et al. M ulti pl e x 

g e n o m e e n gi n e eri n g u si n g C RI S P R/ C a s s y st e m s . S ci e n c e , 2 0 1 3, 3 3 9 , 8 1 9-8 2 3. D OI: 

1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 2 3 1 1 4 3.  

5 7.  V e nt er, J. C., A d a m s, M. D., M y er s, E. W., Li, P. W., M ur al, R. J., S utt o n, G. G., et al. 

T h e s e q u e n c e of t h e h u m a n g e n o m e . S ci e n c e , 2 0 0 1, 2 9 1 , 1 3 0 4-+. D OI: 

1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 0 5 8 0 4 0.  

5 8.  D u n h a m, I., K u n d aj e, A., Al dr e d, S. F., C olli n s, P. J., D a vi s, C., D o yl e, F., et al. A n 

i nt e gr at e d e n c y cl o p e di a of D N A el e m e nt s i n t h e h u m a n g e n o m e. N at ur e , 2 0 1 2, 4 8 9 , 

5 7 -7 4. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 1 1 2 4 7.  

5 9.  K u hl m a n, B., Br a dl e y, P. A d v a n c e s i n pr ot ei n str u ct ur e pr e di cti o n a n d d e si g n . N at ur e 

R e vi e w s M ol e c ul ar C ell Bi ol o g y , 2 0 1 9, 2 0 , 6 8 1-6 9 7. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 0 -0 1 9 -0 1 6 3 -

x.  

6 0.  J u m p er, J., E v a n s, R., Prit z el, A., Gr e e n, T., Fi g ur n o v, M., R o n n e b er g er, O., et al. 

Hi g hl y a c c ur at e pr ot ei n str u ct ur e pr e di cti o n wit h Al p h a F ol d . N at ur e . D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 1 -0 3 8 1 9 -2.  
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6 1.  B a e k, M., Di M ai o, F., A ni s h c h e n k o, I., D a u p ar a s, J., O v c hi n ni k o v, S., L e e, G. R., et 

al. A c c ur at e pr e di cti o n of pr ot ei n str u ct ur e s a n d i nt er a cti o n s u si n g a t hr e e -tr a c k 

n e ur al  n et w or k . S ci e n c e , 2 0 2 1, 3 7 3 , 8 7 1-8 7 6. D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. a bj 8 7 5 4.  

6 2.  Mi y a s hit a, T., R e e d, J. C. T u m or -s u p pr e s s or p 5 3 i s a dir e ct tr a n s cri pti o n al a cti v at or of 

t h e h u m a n B A X g e n e. C ell , 1 9 9 5, 8 0 , 2 9 3-2 9 9. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 9 2 -8 6 7 4( 9 5) 9 0 4 1 2 -3.  

6 3.  Di n g w all, C., L a s k e y, R. A. N u c el ar t ar g eti n g s e q u e n c e s - a c o n s e n s u s . Tr e n d s i n 

Bi o c h e mi c al S ci e n c e s , 1 9 9 1, 1 6 , 4 7 8-4 8 1. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ 0 9 6 8 -0 0 0 4( 9 1) 9 0 1 8 4 -w.  

6 4.  Ar n ol d, K., B or d oli, L., K o p p, J., S c h w e d e, T. T h e S WI S S -m o d el w or k s p a c e: a w e b -

b a s e d e n vir o n m e nt f or pr o t ei n str u ct ur e h o m ol o g y m o d elli n g. Bi oi nf or m ati c s , 2 0 0 6, 

2 2 , 1 9 5-2 0 1. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati c s/ bti 7 7 0.  

6 5.  Mi str y, J., Fi n n, R. D., E d d y, S. R., B at e m a n, A., P u nt a, M. C h all e n g e s i n h o m ol o g y 

s e ar c h: H M M E R 3 a n d c o n v er g e nt e v ol uti o n of c oil e d -c oil r e gi o n s . N u cl ei c A ci d s 

R e s e ar c h , 2 0 1 3, 4 1 . D OI: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g kt 2 6 3. 

6 6.  B er m a n, H., H e nri c k, K., N a k a m ur a, H., M ar kl e y, J. L. T h e w orl d wi d e Pr ot ei n D at a 

B a n k ( w w P D B): e n s uri n g a si n gl e, u nif or m ar c hi v e of P D B d at a . N u cl ei c A ci d s 

R e s e ar c h , 2 0 0 7, 3 5 , D 3 0 1-D 3 0 3. D OI : 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g kl 9 7 1. 

6 7.  B er m a n, H. M., W e st br o o k, J., F e n g, Z., Gillil a n d, G., B h at, T. N., W ei s si g, H., et al. 

T h e Pr ot ei n D at a B a n k . N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h , 2 0 0 0, 2 8 , 2 3 5-2 4 2. D OI: 

1 0. 1 0 9 3/ n ar/ 2 8. 1. 2 3 5.  

6 8.  Kri s si n el, E., H e nri c k, K. I nf er e n c e of m a cr o m ol e c ul ar a s s e m bli e s fr o m cr y st alli n e 

st at e . J o ur n al  of  M ol e c ul ar  Bi ol o g y ,  2 0 0 7, 3 7 2 ,  7 7 4-7 9 7.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j.j m b. 2 0 0 7. 0 5. 0 2 2.  

6 9.  Li, X. M., M o o n e y, P., Z h e n g, S., B o ot h, C. R., Br a u nf el d, M. B., G u b b e n s, S., et al. 

El e ctr o n c o u nti n g a n d b e a m -i n d u c e d m otio n c orr e cti o n e n a bl e n e ar -at o mi c -r e s ol uti o n 

si n gl e -p arti cl e cr y o -E M . N at ur e M et h o d s , 2 0 1 3, 1 0 , 5 8 4-+. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 2 4 7 2.  

7 0.  K ar pl u s, M., M c C a m m o n, J. A. M ol e c ul ar d y n a mi c s si m ul ati o n s of bi o m ol e c ul e s . 

N at ur e Str u ct ur al Bi ol o g y , 2 0 0 2, 9 , 6 4 6-6 5 2. D OI : 1 0. 1 0 3 8/ n s b 0 9 0 2-6 4 6.  

7 1.  M ö c k el, C., K u bi a k, J., S c hilli n g er, O., K ü h n e m ut h, R., D ell a C ort e, D., S c hr ö d er, G. 

F., et al. I nt e gr at e d N M R, fl u or e s c e n c e, a n d m ol e c ul ar d y n a mi c s b e n c h m ar k st u d y of 

pr ot ei n m e c h a ni c s a n d h y dr o d y n a mi c s . J o ur n al of P h y si c al C h e mi str y B , 2 0 1 9, 1 2 3 , 

1 4 5 3 -1 4 8 0. D OI: 1 0. 1 0 2 1/ a c s.j p c b. 8 b 0 8 9 0 3.  

7 2.  Vi e g a s, A., D olli n g er, P., V er m a, N., K u bi a k, J., Vi e n n et, T., S ei d el, C. A. M., et al. 

Str u ct ur al a n d d y n a mi c i n si g ht s r e v e ali n g h o w li p a s e bi n di n g d o m ai n M D 1 of 

P s e u d o m o n a s a er u gi n o s a f ol d a s e aff e ct s li p a s e a cti v ati o n . S ci e ntifi c R e p ort s , 2 0 2 0, 

1 0 . D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 8-0 2 0 -6 0 0 9 3 -4.  
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7 3.  St ell a, S., M e s a, P., T h o m s e n, J., P a ul, B., Al c o n, P., J e n s e n, S. B., et al. 

C o nf or m ati o n al a cti v ati o n pr o m ot e s C RI S P R -C a s 1 2 a c at al y si s a n d r e s etti n g of t h e  

e n d o n u cl e a s e a cti vit y . C ell , 2 0 1 8, 1 7 5 , 1 8 5 6-+. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 8. 1 0. 0 4 5.  

7 4.  W allr a b e, H., P eri a s a m y, A. I m a gi n g pr ot ei n m ol e c ul e s u si n g F R E T a n d F LI M 

mi cr o s c o p y . C urr e nt O pi ni o n i n Bi ot e c h n ol o g y , 2 0 0 5, 1 6 , 1 9-2 7. D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. c o p bi o. 2 0 0 4. 1 2. 0 0 2 . 

7 5.  B u d d e, J. H., V a n d er V o ort, N. T. M., F el e k y a n, S., F ol z, J., K ü h n e m ut h, R., 

L a ut erj u n g, P., et al. F R E T n a n o s c o p y e n a bl e s s e a ml e s s i m a gi n g of m ol e c ul ar 

a s s e m bli e s wit h s u b -n a n o m et er r e s ol uti o n . ar Xi v: P h y si c s. o pti c s , 2 0 2 1. D OI: 

ar Xi v: 2 1 0 8. 0 0 0 2 4.  

7 6 . W ei dt k a m p -P et er s, S., F el e k y a n, S., Bl e c k m a n n, A., Si m o n, R., B e c k er, W., 

K ü h n e m ut h, R., et al. M ulti p ar a m et er fl u or e s c e n c e i m a g e s p e ctr o s c o p y t o st u d y 

m ol e c ul ar i nt er a cti o n s . P h ot o c h e mi c al & P h ot o bi ol o gi c al S ci e n c e s , 2 0 0 9, 8 , 4 7 0-4 8 0. 

D OI: 1 0. 1 0 3 9/ b 9 0 3 2 4 5 m.  

7 7.  Di m ur a, M., P e ul e n, T. O., H a n k e, C. A., Pr a k a s h, A., G o hl k e, H., S ei d el, C. A. M. 

Q u a ntit ati v e F R E T st u di e s a n d i nt e gr ati v e m o d eli n g u nr a v el t h e str u ct ur e a n d 

d y n a mi c s of bi o m ol e c ul ar s y st e m s . C urr e nt O pi ni o n i n Str u ct ur al Bi ol o g y , 20 1 6, 4 0 , 

1 6 3 -1 8 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. s bi. 2 0 1 6. 1 1. 0 1 2.  

7 8.  L a k o wi c z, J. R. Pri n ci pl e s of fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y. 2 0 0 6, N e w Y or k: S pri n g er.  

7 9.  T e st a, I., W ur m, C. A., M e d d a, R., R ot h er m el, E., v o n Mi d d e n d orf, C., F olli n g, J., et 

al. M ulti c ol or fl u or e s c e n c e n a n o s c o p y i n fi x e d a n d li vi n g c ell s b y e x citi n g c o n v e nti o n al 

fl u or o p h or e s wit h a si n gl e w a v el e n gt h. Bi o p h y si c al J o ur n al , 2 0 1 0, 9 9 , 2 6 8 6-2 6 9 4. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. b pj. 2 0 1 0. 0 8. 0 1 2.  

8 0.  E g g eli n g, C., Ri n g e m a n n, C., M e d d a, R., S c h w ar z m a n n, G., S a n d h off, K., P ol y a k o v a, 

S., et al. Dir e ct o b s er v ati o n of t h e n a n o s c al e d y n a mi c s of m e m br a n e li pi d s i n a li vi n g 

c ell . N at ur e , 2 0 0 9, 4 5 7 , 1 1 5 9-U 1 2 1. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 7 5 9 6.  

8 1.  Si s a m a ki s, E., V al eri, A., K ali ni n, S., R ot h w ell, P. J., S ei d el, C. A. M. A c c ur at e si n gl e 

m ol e c ul e F R E T st u di e s u si n g m ulti p ar a m et er fl u or e s c e n c e d et e cti o n . M et h o d s i n 

E n z y m ol o g y , 2 0 1 0, 4 7 5 , 4 5 5-5 1 4. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 7 6 -6 8 7 9( 1 0) 7 5 0 1 8 -7.  

8 2.  F el e k y a n, S., K ü h n e m ut h, R., K u dr y a vt s e v, V., S a n d h a g e n, C., B e c k er, W., S ei d el, C. 

A. M. F ull c orr el ati o n fr o m pi c o s e c o n d s t o s e c o n d s b y ti m e -r e s ol v e d a n d ti m e-

c orr el at e d si n gl e p h ot o n d et e cti o n . R e vi e w of S ci e ntifi c I n str u m e nt s , 2 0 0 5, 7 6 . D OI: 

1 0. 1 0 6 3/ 1. 1 9 4 6 0 8 8.  

8 3.  K ü h n e m ut h, R., S ei d el, C. A. M. Pri n ci pl e s of si n gl e m ol e c ul e m ulti p ar a m et er 

fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y. Si n gl e M ol e c ul e s , 2 0 0 1, 2 , 2 5 1-2 5 4. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ 1 4 3 8 -

5 1 7 1( 2 0 0 1 1 2) 2: 4 < 2 5 1:: AI D -SI M O 2 5 1 > 3. 0. C O; 2 -T.  
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8 4.  L er n er, E., B art h, A., H e n dri x, J., A m br o s e, B., Bir k e d al, V., Bl a n c h ar d, S. C., et al. 

F R E T -b a s e d d y n a mi c str u ct ur al bi ol o g y: c h all e n g e s, p er s p e cti v e s a n d a n a p p e al f or 

o p e n -s ci e n c e pr a cti c e s . Elif e , 2 0 2 1, 1 0 . D OI: 1 0. 7 5 5 4/ e Lif e. 6 0 4 1 6. 

8 5.  H ell e n k a m p, B., S c h mi d, S., D or o s h e n k o, O., O p a n a s y u k, O., K ü h n e m ut h, R., 

A d ari a ni, S. R., et al. Pr e ci si o n a n d a c c ur a c y of si n gl e -m ol e c ul e F R E T 

m e a s ur e m e nt s -a m ulti -la b or at or y b e n c h m ar k st u d y . N at ur e M et h o d s , 2 0 1 8, 1 5 , 6 6 9-

+. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 2 -0 1 8 -0 0 8 5 -0.  

8 6.  Kili c, S., F el e k y a n, S., D or o s h e n k o, O., B oi c h e n k o, I., Di m ur a, M., V ar d a n y a n, H., et 

al. Si n gl e -m ol e c ul e F R E T r e v e al s m ulti s c al e c hr o m ati n d y n a mi c s m o d ul at e d b y H P 1 

al p h a . N at ur e C o m m u ni c ati o n s , 2 0 1 8, 9 . D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7 -0 1 7 -0 2 6 1 9 -5.  

8 7.  Di m ur a, M., P e ul e n, T. O., S a n a bri a, H., R o d ni n, D., H e m m e n, K., H a n k e, C. A., et al. 

A ut o m at e d  a n d  o pti m all y  F R E T -a s si st e d  str u ct ur al  m o d eli n g . N at ur e 

C o m m u ni c ati o n s , 2 0 2 0, 1 1 . D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7-0 2 0 -1 9 0 2 3 -1.  

8 8.  V all at, B., W e b b, B., W e st br o o k, J. D., S ali, A., B er m a n, H. M. D e v el o p m e nt of a 

pr ot ot y p e s y st e m f or ar c hi vi n g i nt e gr ati v e/ h y bri d str u ct ur e m o d el s of bi ol o gi c al 

m a cr o m ol e c ul e s . Str u ct ur e , 2 0 1 8, 2 6 , 8 9 4-+. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. str. 2 0 1 8. 0 3. 0 1 1.  

8 9.  W o e hl er, A., Wl o d ar c z y k, J., N e h er, E. Si g n al/ n oi s e a n al y si s of F R E T -b a s e d s e n s or s . 

Bi o p h y si c al J o ur n al , 2 0 1 0, 9 9 , 2 3 4 4-2 3 5 4. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. b pj. 2 0 1 0. 0 7. 0 5 3.  

9 0.  K ali ni n, S., P e ul e n, T. O., Si n d b ert, S., R ot h w ell, P. J., B er g er,  S., R e stl e, T., et al. A 

t o ol kit a n d b e n c h m ar k st u d y f or F R E T-r e str ai n e d hi g h-pr e ci si o n str u ct ur al m o d eli n g . 

N at ur e M et h o d s , 2 0 1 2, 9 , 1 2 1 8-U 1 2 9. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 2 2 2 2.  

9 1.  K ali ni n, S., Si s a m a ki s, E., M a g e n ni s, S. W., F el e k y a n, S., S ei d el, C. A. M. O n t h e 

ori gi n of br o a d e ni n g of si n gl e -m ol e c ul e F R E T effi ci e n c y di stri b uti o n s b e y o n d s h ot 

n oi s e li mit s . J o ur n al of P h y si c al C h e mi str y B , 2 0 1 0, 1 1 4 , 6 1 9 7-6 2 0 6. D OI: 

1 0. 1 0 2 1/j p 1 0 0 0 2 5 v.  

9 2.  W o z ni a k, A. K., S c hr ö d er, G. F., Gr u b m üll er, H., S ei d el, C. A. M., O e st er h elt, F. 

Si n gl e -m ol e c ul e F R E T m e a s ur e s b e n d s a n d ki n k s i n D N A . Pr o c e e di n g s of t h e 

N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a , 2 0 0 8, 1 0 5 , 1 8 3 3 7-

1 8 3 4 2. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 8 0 0 9 7 7 1 0 5.  

9 3.  Si n d b ert, S., K ali ni n, S., Hi e n, N., Ki e n zl er, A ., Cli m a, L., B a n n w art h, W., et al. 

A c c ur at e di st a n c e d et er mi n ati o n of n u cl ei c a ci d s vi a F ör st er r e s o n a n c e e n er g y 

t a n sf er: i m pli c ati o n s of d y e li n k er l e n gt h a n d ri gi dit y. J o ur n al of t h e A m eri c a n 

C h e mi c al S o ci et y , 2 0 1 1, 1 3 3 , 2 4 6 3-2 4 8 0. D OI: 1 0. 1 0 2 1/j a 1 0 5 7 2 5 e.  

9 4.  K u dr y a vt s e v, V., Si k or, M., K ali ni n, S., M o kr a nj a c, D., S ei d el, C. A. M., L a m b, D. C. 

C o m bi ni n g M F D a n d PI E f or a c c ur at e si n gl e -p air F ör st er r e s o n a n c e e n er g y tr a n sf er 

m e a s ur e m e nt s . C h e m p h y s c h e m ,  2 0 1 2, 1 3 ,  1 0 6 0-1 0 7 8.  D OI: 

1 0. 1 0 0 2/ c p h c. 2 0 1 1 0 0 8 2 2.  
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9 5.  M a n s o or, S. E., M c H a o ur a b, H. S., F arr e n s, D. L. M a p pi n g pr o xi mit y wit hi n pr ot ei n s 

u si n g fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y. A st u d y of T 4 l y s o z y m e s h o wi n g t h at tr y pt o p h a n 

r e si d u e s q u e n c h bi m a n e fl u or e s c e n c e. Bi o c h e mi str y , 2 0 0 2, 4 1 , 2 4 7 5-2 4 8 4. D OI: 

1 0. 1 0 2 1/ bi 0 1 1 1 9 8 i. 

9 6.  J a m e s o n, L. P., S mit h, N. W., A n n u n zi at a, O., D z y u b a, S. V. I nt er a cti o n of B O DI P Y 

d y e s wit h b o vi n e s er u m al b u mi n: a c a s e st u d y o n t h e a g gr e g ati o n of a cli c k -B O DI P Y 

d y e . P h y si c al C h e mi str y C h e mi c al P h y si c s , 2 0 1 6, 1 8 , 1 4 1 8 2-1 4 1 8 5. D OI: 

1 0. 1 0 3 9/ c 6 c p 0 0 4 2 0 b.  

9 7.  T h o m s e n, J., Sl etfj er di n g, M. B., J e n s e n, S. B., St ell a, S., P a ul, B., M all e, M. G., et al. 

D e e p F R E T, a s oft w ar e f or r a pi d a n d a ut o m at e d si n gl e -m ol e c ul e F R E T d at a 

cl a s sifi c ati o n u si n g d e e p l e ar ni n g . Elif e , 2 0 2 0, 9 . D OI: 1 0. 7 5 5 4/ e Lif e. 6 0 4 0 4. 

9 8.  L e h m a n n, K., F el e k y a n, S., K ü h n e m ut h, R., Di m ur a, M., T ot h, K., S ei d el, C. A. M., et 

al. D y n a mi c s of t h e n u cl e o s o m al hi st o n e H 3 N -t er mi n al t ail r e v e al e d b y hi g h pr e ci si o n 

si n gl e -m ol e c ul e F R E T . N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h , 2 0 2 0, 4 8 , 1 5 5 1-1 5 7 1. D OI: 

1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k z 1 1 8 6.  

9 9.  Cr a nfill, P. J., S ell, B. R., B air d, M. A., All e n, J. R., L a v a g ni n o, Z., d e Gr uit er, H. M., et 

al. Q u a ntit ati v e a s s e s s m e nt of fl u or e s c e nt pr ot ei n s . N at ur e M et h o d s , 2 0 1 6, 1 3 , 5 5 7-+. 

D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 3 8 9 1.  

1 0 0.  E c k er, R. C., d e M arti n, R., St ei n er, G. E., S c h mi d, J. A. A p pli c ati o n of s p e ctr al 

i m a gi n g mi cr o s c o p y i n c yt o mi c s a n d fl u or e s c e n c e r e s o n a n c e e n er g y tr a n sf er ( F R E T) 

a n al y si s . C yt o m etr y P art A , 2 0 0 4, 5 9 A , 1 7 2-1 8 1. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ c yt o. a. 2 0 0 5 3.  

1 0 1.  Al b ert a z zi, L., Ar o si o, D., M ar c h etti, L. , Ri c ci, F., B eltr a m, F. Q u a ntit ati v e F R E T 

A n al y si s Wit h t h e e G F P -m C h err y Fl u or e s c e nt Pr ot ei n P air . P h ot o c h e mi str y a n d 

P h ot o bi ol o g y , 2 0 0 9, 8 5 , 2 8 7-2 9 7. D OI: 1 0. 1 1 1 1/j. 1 7 5 1 -1 0 9 7. 2 0 0 8. 0 0 4 3 5. x.  

1 0 2.  D a y, R. N., D a vi d s o n, M. W. Fl u or e s c e nt pr ot ei n s f or F R E T mi cr o s c o p y: m o nit ori n g 

pr ot ei n i nt er a cti o n s i n li vi n g c ell s . Bi o e s s a y s , 2 0 1 2, 3 4 , 3 4 1-3 5 0. D OI: 

1 0. 1 0 0 2/ bi e s. 2 0 1 1 0 0 0 9 8.  

1 0 3.  M a st o p, M., Bi n d el s, D. S., S h a n er, N. C., P o st m a, M., G a d ell a, T. W. J., G o e d h art, J. 

C h ar a ct eri z ati o n of a s p e ctr all y di v er s e s et  of fl u or e s c e nt pr ot ei n s a s F R E T a c c e pt or s 

f or m T ur q u oi s e 2. S ci e ntifi c R e p ort s , 2 0 1 7, 7 . D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 8-0 1 7 -1 2 2 1 2 -x.  

1 0 4.  G h o s h, A., I s b a n er, S., V ei g a -G uti err e z, M., Gr e g or, I., E n d erl ei n, J., K ar e dl a, N. 

Q u a ntif yi n g mi cr o s e c o n d tr a n siti o n ti m e s u si n g fl u or e s c e n c e lif eti m e c orr el ati o n 

s p e ctr o s c o p y . J o ur n al of P h y si c al C h e mi str y L ett er s , 2 0 1 7, 8 , 6 0 2 2-6 0 2 8. D OI: 

1 0. 1 0 2 1/ a c s.j p cl ett. 7 b 0 2 7 0 7.  

1 0 5.  C otl et, M., H of k e n s, J., M a u s, M., G e n s c h, T., V a n d er A u w er a er, M., Mi c hi el s, J., et 

al. E x cit e d -st at e d y n a mi c s i n t h e e n h a n c e d gr e e n fl u or e s c e nt pr ot ei n m ut a nt pr o b e d 
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b y pi c o s e c o n d ti m e -r e s ol v e d si n gl e p h ot o n c o u nti n g s p e ctr o s c o p y. J o ur n al of 

P h y si c al C h e mi str y B , 2 0 0 1, 1 0 5 , 4 9 9 9-5 0 0 6. D OI: 1 0. 1 0 2 1/j p 0 0 3 8 1 3i.  

1 0 6.  Kir k, W., All e n, T., At a n a s o v a, E., W e s s el s, W ., Y a o, J., Pr e n d er g a st, F. P h ot o p h y si c s 

of e G F P ( E 2 2 2 H) m ut a nt, wit h c o m p ari s o n s t o m o d el c hr o m o p h or e s: e x cit e d st at e 

p K' s, pr o gr e s si o n s, q u e n c hi n g a n d e x cit o n i nt er a cti o n . J o ur n al of Fl u or e s c e n c e , 2 0 1 7, 

2 7 , 8 9 5-9 1 9. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 1 0 8 9 5 -0 1 7 -2 0 2 5 -2.  

1 0 7.  G r eif e, A., F el e k y a n, S., M a, Q. J., G ert z e n, C. G. W., S p o m er, L., Di m ur a, M., et al. 

Str u ct ur al a s s e m bli e s of t h e di - a n d oli g o m eri c G -pr ot ei n c o u pl e d r e c e pt or T G R 5 i n 

li v e c ell s: a n M FI S-F R E T a n d i nt e gr ati v e m o d elli n g st u d y . S ci e ntifi c R e p ort s , 2 0 1 6, 6 . 

D OI: 1 0. 1 0 3 8/ sr e p 3 6 7 9 2.  

1 0 8.  H ell, S. W. F ar -fi el d o pti c al n a n o s c o p y. S ci e n c e , 2 0 0 7, 3 1 6 , 1 1 5 3-1 1 5 8. D OI: 

1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 1 3 7 3 9 5.  

1 0 9.  B al z ar otti, F., Eil er s, Y., G w o s c h, K. C., G y n n a, A. H., W e st p h al, V., St ef a ni, F. D., et 

al. N a n o m et er r e s ol uti o n i m a gi n g a n d tr a c ki n g of fl u or e s c e nt m ol e c ul e s wit h mi ni m al 

p h ot o n fl u x e s . S ci e n c e , 2 0 1 7, 3 5 5 , 6 0 6-6 1 2. D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. a a k 9 9 1 3.  

1 1 0.  G w o s c h, K. C., P a p e, J. K., B al z ar otti, F., H o e s s, P., Ell e n b er g, J., Ri e s, J., et al. 

MI N F L U X n a n o s c o p y d eli v er s 3 D m ulti c ol or n a n o m et er r e s ol uti o n i n c ell s . N at ur e 

M et h o d s , 2 0 2 0, 1 7 , 2 1 7-+. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 2 -0 1 9 -0 6 8 8 -0.  

1 1 1.  Li, P. L., B a nj a d e, S., C h e n g, H. C., Ki m, S., C h e n, B., G u o, L., et al. P h a s e 

tr a n siti o n s i n t h e a s s e m bl y of m ulti v al e nt si g n alli n g pr ot ei n s. N at ur e , 2 0 1 2, 4 8 3 , 3 3 6-

U 1 2 9. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 1 0 8 7 9.  
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C h a pt er 1: E x pr e s si o n a n d e x p eri m e nt al e v al u ati o n of a st a bl e T 4 

l y s o z y m e fr a g m e nt a s a pl atf or m f or d y e q u e n c hi n g st u di e s i n a 

l o w-d y n a mi c e n vi r o n m e nt  

 

C h a pt e r  di g e st  

Ai m s  M et h o d s  O ut c o m e  

C h ar a ct eri z ati o n of a sl o w 

( ~ 26 0  µ s)  p h ot o p h y si c al 

pr o c e s s i n T 4 L v ari a nt s.  

F C S wit h f ull -l e n gt h ( F L) T 4 L 

c o m p ar e d wit h N -t er mi n all y 

tr u n c at e d ( C T) v ari a nt s.  

F L -T 4 L  a n d  C T -T 4 L 

p erf or m  

 

C o ntri b uti o n s  

d N -T 4 L pr ot ei n  e x pr e s si o n a n d tr o u bl e s h o oti n g: J uli a n K o c h, Ai s w ari a Pr a k a s h . C T-T 4 L a n d 

f ull-l e n gt h T 4 L pr ot ei n e x pr e s si o n, l a b eli n g, m e a s ur e m e nt a n d a n al y si s: J uli a n K o c h, 

Al e x a n d er L ar bi g . I niti al f ull-l e n gt h T 4 L pr ot ei n e x pr e s si o n, l a b eli n g, m e a s ur e m e nt a n d 

a n al y si s: K at h ari n a H e m m e n, Ai s w ari a Pr a k a s h, L a ur a St eff e n s . Pr oj e ct s u p er vi si o n: Cl a u s 

A. M. S ei d el.  

A b str a ct  

T 4 l y s o z y m e ( T 4 L), e x pr e s s e d b y b a ct eri o p h a g e  T 4 , i s a pr ot ei n t h at h y dr ol y z e s 1, 4-b et a 

li n k a g e s b et w e e n N-a c et yl -D -gl u c o s a mi n e a n d N -a c et yl m ur a mi c a ci d of  p e pti d o gl y c a n s i n 

pr o k ar y o ti c c ell w all s, i niti ati n g  t h eir l y si s. D u e t o a n e x c ell e nt c h ar a ct eri z ati o n, T 4 L i s u s e d 

a s a m o d el pr ot ei n i n pr ot ei n st a bilit y  a n d  w a s e st a bli s h e d a s a s c aff ol d pl atf or m t o t e st 

e n vir o n m e nt -s p e cifi c fl u or e s c e nt d y e b e h a vi or i n a ri gi d s y st e m. U si n g M ulti p ar a m et e r 

Fl u or e s c e n c e D et e cti o n ( M F D), w e o b s er v e d q u e n c hi n g of u n k n o w n ori gi n i n f ull -l e n gt h T 4 L. 

T hi s q u e n c hi n g w a s  i niti all y attri b ut e d t o t h e  k n o w n  i nt er m ol e c ul ar c y cli n g b et w e e n t hr e e 

c o nf or m ati o n al st at e s ( C 1 -C 3) i n T 4 L, i n v ol vi n g b ot h N - a n d C -t er mi n u s. W e t h er ef or e 

g e n er at e d a n  N -t er mi n all y tr u n c at e d c o n str u ct, d elt a-N ( d N -T 4 L), t o a v oi d a n y eff e ct s c a u s e d 

b y i nt er n al d y n a mi c s. I niti all y e n c o u nt eri n g st a bilit y i s s u e s, w e r et ai n e d  t h e st a bili zi n g  h eli x  

c o n n e cti n g  N - a n d C -t er mi n u s. Wit h t h e r e s ulti n g C -t er mi n al v ari a nt, C T-T 4 L, w e m a n a g e d t o 

e x pr e s s m ulti pl e st a bl e N -t er mi n all y tr u n c at e d T 4 L s p e ci e s. W e dir e ctl y c o m p ar e d t hi s 

tr u n c at e d pr ot ei n t o t h e f ull-l e n gt h T 4 L s p e ci e s i n fl u or e s c e n c e c orr el ati o n s p e ctr o s c o p y 

( F C S). W e c o nfir m e d t hr e e l a b el e d v aria nt s a s str o n gl y q u e n c h e d ( R 1 1 9 C, D 1 2 7 C, N 1 3 2 C), 

o n e v ari a nt a s h ar dl y q u e n c h e d ( P 8 6 C) a n d o n e v ari a nt (I 1 5 0 C) i n e pt t o ( g o o d) l a b eli n g. W e 

w er e u n a bl e t o attri b ut e t h e o b s er v e d sl o w q u e n c hi n g t o i nt er n al d y n a mi c s. W e c o n cl u d e 

t h at, alt h o u g h t h e v ari a nt s us e d i n t hi s st u d y ar e s uit a bl e  f or q u e n c hi n g st u d y, t h e y ar e n ot 

s uffi ci e nt t o el u ci d at e t h e d y n a mi c s of all t h e diff er e nt  c o nf or m ati o n al st at e s of T 4 L.  
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1. I ntr o d u cti o n  

T h e w ell -c h ar a ct eri z e d [ 1] T 4 l y s o z y m e i s a r o uti n el y u s e d pr ot ei n t o pr o b e f or a n d v e rif y 

m o d el s o n pr ot ei n st a bilit y d e p e n di n g o n t e m p er at ur e [ 2] a n d p H [ 3], e n er g y l a n d s c a p e s [ 4], 

e x p eri m e nt al [ 5] a n d m o d el e d [ 6] str u ct ur e -t h er m o d y n a mi c s r el ati o n s hi p, li g a n d bi n di n g [ 7] 

a n d pr ot ei n d y n a mi c s [ 8]. Si n c e fl u or e s c e nt s p e ctr o s c o p y i s a p o w erful t o ol f or t h e 

el u ci d ati o n of pr ot ei n d y n a mi c s, t h er e ar e m ulti pl e c o ntri b uti n g st u di e s a v ail a bl e wit hi n t h e 

s c o p e of T 4 L c h ar a ct eri z ati o n [ 9-1 2] . F u n cti o n all y, T 4 L i s a m o n o m eri c pr ot ei n t h at 

h y dr ol y z e s p e pti d o gl y c a n, eff e cti v el y br e a ki n g t h e β -( 1, 4)-gl y c o si di c b o n d s b et w e e n it s 

f u n d a m e nt al c o m p o n e nt s [ 1 3]. A s gr a m-p o siti v e b a ct eri a u s e a c ell w all c o n si sti n g of 

p e pti d o gl y c a n a s f u n d a m e nt al str u ct ur al c o m p o n e nt [ 1 4], T 4 L h a s a pr of o u n d i m pli c ati o n a s 

a nti bi oti c c o m p o n e nt [ 1 5]. T h e str u ct ur e-f u n cti o n r el ati o n s hi p of T 4 L i s d et er mi n e d b y t w o 

m ai n c o nf or m er s [ 1 6, 1 7]: T h e m or e o p e n st at e ‘ C 1’ t o i niti at e s u b str at e bi n di n g a n d a 

cl o s e d, s u b str at e -b o u n d c o nf or m ati o n ‘ C 2’ w er e t h e a ct u al h y dr ol y si s t a k e s pl a c e. R e c e ntl y, 

a n a d diti o n al a n d tr a n si e nt t hir d c o nf or m er ‘ C 3’ w a s i d e ntifi e d, b ei n g i n v ol v e d i nt o a n a cti v e 

r el e a s e of t h e pr o d u ct [ 1 8]. C o n s e q u e nti all y, T 4 L c y cl e s b et w e e n t h o s e st at e s d uri n g 

c at al y si s a n d e v e n i n a s u b str at e fr e e st at e, alt h o u g h C 1 e m er g e s a s t h e d o mi n a nt 

c o nf or m er [ 1 8]. T h e st at e i nt er c h a ng e i s c h ar a ct eri z e d b y a hi n g e -m o v e m e nt [ 1 9] b et w e e n 

t h e t w o d o m ai n s of T 4 L ( s e e Fi g. 1 A/ B ), t h e N-t er mi n al s u b d o m ai n ( N T s D) a n d t h e C-

t er mi n al s u b d o m ai n ( C T s D), t o p ol o gi c all y cl a s p e d ar o u n d t h e a cti v e c e nt er w hi c h will sli g htl y 

o p e n a n d cl o s e [ 2 0]. T h e N Ts D ( oli v e) a n d C T s D ( br o w n) will m o v e t o w ar d s e a c h ot h er i n a 

pi n c er m o v e m e nt w h e n c y cli n g b et w e e n C 1, C 2 a n d C 3. S u b str at e bi n di n g o c c ur s i n t h e 

p o c k et b et w e e n b ot h d o m ai n s, t h e N T s D bi n d s t h e gl y c o si d e p art w hil e t h e C T s D l ar g el y 

bi n d s t h e t etr a -p e pti d e of p e pti d o gl y c a n [ 1 6]. T h e li n k er h eli x ( or a n g e) a ct s a s t h e hi n g e 

b et w e e n b ot h d o m ai n s, it b e n d s a n d ki n k s b a c k a n d f ort h sli g htl y w hil e c y cli n g t hr o u g h t h e 

c o nf or m er s.  

Alt h o u g h t h e i nt er n al d y n a mi c s f o u n d i n t h e t hr e e m aj or st at e s of T 4 L mi g ht c o m pli c at e t h e 

r e a d o ut of s p e ctr o s c o pi c m et h o d s ai m e d at a ri gi d, n o n-d y n a mi c t ar g et, T 4 L h a s r e c ei v e d 

m aj or i nt er e st a s a m o d el s y st e m f or q u e n c hi n g st u di e s, i n p arti c ul ar o n tr y p t o p h a n a s a 

n at ur al p h ot o p h y si c al q u e n c h er [ 1 1, 2 1, 2 2]. Tr y pt o p h a n a s a n U V-e mitt er [ 2 3] i s alr e a d y a 

t e m pti n g t ar g et b ut c o m e s wit h t h e di s a d v a nt a g e of a str o n g d e p e n d e n c e o n t h e c h e mi c al 

e n vir o n m e nt a s t h e i n d ol -m oi et y i s oft e n e m b e d d e d or t o p ol o gi c all y  cl o s e t o ot h er r e si d u e s 

a n d a s s u c h h e a vil y e x p o s e d [ 2 4] t o v ari a bl e di p ol-di p ol c o u pli n g, r e s ulti n g i n a c o m pl e x 

m ulti -e x p o n e nti al fl u or e s c e n c e lif eti m e d e c a y. A m or e e x p e di e nt a p pli c ati o n f or tr y pt o p h a n i s 

t h e r ol e a s a q u e n c h er f or a fl u or e s c e nt d y e i n a F ör st er R e s o n a n c e E n er g y Tr a n sf er ( F R E T) 

or P h ot oi n d u c e d El e ctr o n Tr a n sf er ( P E T) e x p eri m e nt [ 2 5, 2 6].  
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Fi g u r e 1:  St r u ct u r e a n d s e q u e n c e of T 4l a n d t r u n c at e d v ari a nt s, pri n ci pl e of F C S. A.  Cr y st al 

str u ct ur e ( P D B: 1 4 8 L) of T 4 L r e pr e s e nti n g t h e o p e n st at e ( C 1). B.  S e q u e n c e ali g n m e nt of f ull -l e n gt h 

T 4 L, d N -T 4 L a n d C T -T 4 L.  D o m ai n s ar e c ol or c o d e d a c c or di n g t o cr y st al str u ct ur e.  Str u ct ur al el e m e nt s 

ar e hi g hli g ht e d a b o v e s e q u e n c e.  C.  F C S , e x pl a n ati o n of t h e a ut o c orr el ati o n f u n cti o n. S e g m e nt A  i n 

t h e r e pr e s e nt ati o n of G( τ) c o nt ai n s t h e p h ot o n a nti b u n c hi n g, w hi c h c e nt er s ar o u n d t h e a v er a g e lif eti m e 

of t h e fl u or e s c e n c e d y e –  u s u all y a s u b -n a n o s e c o n d u p t o a c o u pl e of n a n o s e c o n d s [ 2 7]. P E T al so 

t a k e s pl a c e i n t hi s ti m e-wi n d o w [ 2 6, 2 8]. S e g m e nt B  r e pr e s e nt s t h e ti m e-s c al e of f a st f ol di n g or v er y 

f a st c o nf or m ati o n al d y n a mi c s [ 2 9] a s w ell a s r ot ati o n al diff u si o n of m ol e c ul e s wit h a d efi n e d di p ol e i n 

l o w-vi s c o sit y m e di u m [ 3 0]. S e g m e nt C  i s d o mi n at ed b y i nt er s y st e m cr o s si n g fr o m e x cit e d st at e s i nt o 

d ar k tri pl et st at e s, d e p e n di n g o n t h e l a s er p o w er, d y e c h ar a ct eri sti c s a n d t h e pr e s e n c e of tri pl et 

q u e n c h er i n t h e s y st e m [ 3 1]. L a stl y, t h e S e g m e nt D  m o stl y r e pr e s e nt s t h e tr a n sl ati o n al diff u si o n of t h e 

flu or e s c e nt m ol e c ul e s, d e p e n di n g o n t h e diff u si o n c o effi ci e nt of t h e m ol e c ul e [ 2 5].  
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T o r e s ol v e t h e s e diff er e nt q u e n c hi n g eff e ct s o n t h eir r e s p e cti v e ti m e s c al e s, F C S ( s e e Fi g. 

1 C ) i s t h e m et h o d of c h oi c e. O v er all, t h er e i s a hi g h e x p eri m e nt al p ot e nti al f or c o ntr oll e d a n d 

w ell -d e si g n e d d y e -q u e n c h er s y st e m s u si n g t h e fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y t e c h ni q u e s F C S 

a n d F R E T. A m bi g u o u sl y, fl u or e s c e nt d y e q u e n c hi n g b y tr y pt o p h a n c a n al s o h e a v il y di st ur b 

F R E T e x p eri m e nt s b y str o n g st ati c q u e n c hi n g, w or st -c a s e r e s ulti n g i n a m ulti -e x p o n e nti al 

d e c a y of t h e fl u or e s c e nt d y e b ef or e F R E T e v e n o c c urr e d. It i s t h er ef or e hi g hl y b e n efi ci al t o 

u n d er st a n d fl u or e s c e nt d y e q u e n c hi n g b y i n d et ail. A p pr o pri at e l y, T 4 L h a s t hr e e n at ur al 

tr y pt o p h a n r e si d u e s i n t h e C T s D at r e si d u e s W 1 2 6, W 1 3 8 a n d W 1 5 8, w hi c h h a v e all b e e n 

c h ar a ct eri z e d t o w ar d s t h eir c h e mi c al e n vir o n m e nt a n d r e s ulti n g p h ot o p h y si c al b e h a vi or [ 1 1, 

2 1, 2 2, 2 4] . I n a d diti o n, t h e w e a k er q u e n c h er s t yr o si ne , m et hi o ni ne, ar gi ni n e  a n d hi sti di n e  i n 

T 4 L f urt h er pr o n o u n c e t h e eff e ct. T hi s w ell -c h ar a ct eri z e d a n d u ni q u e q u e n c hi n g e n vir o n m e nt 

m oti v at e d o ur w or ki n g gr o u p t o e st a bli s h T 4 L a s a s c aff ol d pl atf or m t o t e st f or d y e q u e n c hi n g 

i n a c o ntr oll e d e n vir o n m e nt. Pri or t o t hi s c o n s e c uti v e pr oj e ct, fi v e si n gl e-c y st ei n e v ari a nt s 

( T 4 L P 8 6 C, R 1 1 9 C, D 1 2 7 C, N 1 3 2 C a n d I 1 5 0 C) b a s e d o n t h e W T* c o n str u ct C 5 4 T/ C 9 7 A 

w er e d e si g n e d, l a b el e d wit h Al e x a Fl u or 4 8 8 a n d a n al y z e d [ 3 2]. W hil e r e s ult s w er e pr o mi si n g 

i n u n d erli ni n g t h e str o n g i nfl u e n c e of tr y pt o p h a n a s q u e n c h er, w e n oti c e d q u e n c hi n g o n a 

ti m e s c al e i n t h e hi g h er mi cr o s e c o n d r a n g e i n F C S m e a s ur e m e nt s. If s u c h a q u e n c hi n g eff e ct 

a p p e ar s it i s e x p e ct e d t o ori gi n at e fr o m d o m ai n m o v e m e nt s, p o s si bl y a n i nt er c h a n g e 

b et w e e n t h e t hr e e m ai n c o nf or m er s of T 4 L. I ntri g ui n gl y, t h e r at e c o n st a nt f or t h e ‘ C 3’ -‘ C 2’ 

i nt er c h a n g e h a s b e e n d et er mi n e d wit h kC 3 -> C 2  = 3. 7 m s -1 [ 1 8], fitti n g v er y w ell i nt o t h e a p pr o x. 

a v er a g e τ = 2 6 0 µ s o b s er v e d f or t h e q u e n c h e d st at e i n t h e F C S m e a s ur e m e nt s [ 3 2]. 

T h er ef or e, w e d e si g n e d a s et of tr u n c at e d T 4 L v ari a nt s, w hi c h p arti all y l a c k t h e N -t er mi n al 

d o m ai n ( Fi g. 1 B ), t o g et a ‘ m oti o nl e s s’ pr o s p e ct o n t h e d y e q u e n c hi n g a n d el u ci d at e t h e 

n at ur e of t h e sl o w -q u e n c h e d st at e. B ot h  v ari a nt s l o o s e w e a k er N -t er mi n al q u e nc h er s  (Y 1 8, 

Y 2 4 , Y 2 5 , R 5 2, a d diti o n all y M 1, M 6, R 8, R 1 4  w hil e t h e y ar e m o v e d t o t h e C -t er mi n u s i n d N-

T 4 L, alt eri n g t h eir e n vir o n m e nt)  b ut m ai nt ai n all t hr e e tr y pt o p h a n  r e si d u e s i n t h e C-t er mi n al 

p art. T h e s e tr u n c at e d v ari a nt s w er e m e a s ur e d b a c k -t o-b a c k wit h t h e f ull-l e n gt h v ari a nt s b y 

F C S t o c o m p ar e  fit r e s ult a n d c o n cl u d e if t h e tr u n c ati o n i m p a ct s t h e d y e e n vir o n m e nt. 

F urt h er m or e, w e w a nt e d t o fi n d t h e ori gi n of t h e u n k n o w n q u e n c hi n g st at e a n d tr y t o attri b ut e 

it t o i nt er n al d y n a mi c s. 

 

2. R e s ult s  

W e fir st e st a bli s h e d d N -T 4 L v ari a nt s ( s e e Fi g. 1 B  f or s e q u e n c e, Fi g. 2 A  f or str u ct ur e) b a s e d 

o n Lli n á s et al. [ 3 3]. H er e, t h e fir st 1 2 a mi n o a ci d s of T 4 L ar e att a c h e d t o t h e C -t er mi n u s. T h e 

N - a n d C -t er mi n u s of T 4 L ar e i n cl o s e pr o xi mit y. T h e r e st of t h e NT s D ( oli v e) i s mi s si n g a s 

w ell a s 6 8 % of t h e li n k er h eli x ( or a n g e). T h e C T s D ( br o w n) w a s f ull y i n c or p or at e d i nt o t hi s 
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c o n str u ct. Aft er  m ulti pl e e x pr e s si o n s , it b e c a m e e vi d e nt  t h at t h e d N-T 4 L v ari a nt s ( b a s e d o n 

t h e T 4 L W T*) P 8 6 C, R 1 1 9 C, D 1 2 7 C, N 1 3 2 C a n d I 1 50 C pr e ci pit at e d a s i n cl u si o n b o di e s [ 3 4]. 

D e ali n g wit h i n cl u si o n b o di e s u s u all y r e q uir e s a s ol uti o n st e p, w h er e t h e a g gr e g at e s ar e 

di s s ol v e d i n c h a otr o pi c a g e nt s li k e ur e a or g u a ni di ni u m c hl ori d e ( G d m Cl) a n d a r ef ol di n g 

st e p, w h er e t h e m o n o m eri c, u nf ol d e d pr ot ei n i s r et ur n e d t o it s n ati v e st at e [ 3 5, 3 6] ( Fi g. 2 B ).  
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Fi g u r e 2: St r u ct u r e a n d p u rifi c ati o n of t r u n c at e d T 4 L v ari a nt s. A. Si m plifi e d cr y st al str u ct ur e of 

d N -T 4 L b a s e d o n a n d m o difi e d fr o m P D B: 1 4 8 L.  2 D -d e pi cti o n of q u e n c h er i n r e d a n d l a b eli n g 

p o siti o n s i n gr e e n.  B . P urifi c ati o n S D S -P A G E g el of d N -T 4 L P 8 6 C wit h ( u nf ol d e d) a n d wit h o ut 

(r e c o n stit ut e d) G d m Cl. G d m Cl i n c o n c e ntr ati o n s > 1 M s m e ar e d t h e g el b a n d.  C. Si m plifi e d cr y st al 

str u ct ur e of C T -T 4 L b a s e d o n a n d m o difi e d fr o m P D B: 1 4 8 L. T h e fir st 1 2 a mi n o a ci d s ar e li n k e d vi a a 

5 x Gl y r e gi o n t o t h e f ull -l e n gt h li n k er h eli x + 1 ( n ot di s pl a y e d). D. P urifi c ati o n g el of C T -T 4 L s h o wi n g 

s u p er n at a nt ( S N) a n d p ell et ( P) fr a cti o n s b ef or e c ati o n e x c h a n g e ( C atI E x), f l o w-t hr o u g h ( F T) i s 

g at h er e d aft er a p pl yi n g S N t o t h e C atI E x -c ol u m n.  E. E x e m pl ar y p urifi c ati o n g el of f ull -l e n gt h T 4 L 

N 1 3 2 C v ari a nt. BI: B ef or e i n d u cti o n; AI: Aft er i n d u cti o n; S N: S u p er n at a nt ( b ef or e C atI E x); CI E: C ati o n 

e x c h a n g e c hr o m at o gr a p h y ( m ai n fr a ct i o n), cl e a n l a n e. F. All v ari a nt s u s e d w er e c h e c k e d f or i nt e grit y 

vi a fl u or e s c e n c e at a p pr o x. 4 8 8 n m e x cit ati o n a n d 5 1 5 n m e mi s si o n a n d c o o m a s si e bl u e ( C B).  

 

T h e c o n c urr e nt d e si g n of C T -T 4 L ( s e e  Fi g. 1 B f or s e q u e n c e, Fi g. 2 C f or str u ct ur e) w a s 

b a s e d o n K a t o et al. [ 3 7]. I n c o ntr a st t o t h e d N-T 4 L fr a g m e nt ( Fi g. 2 A ), t h e C T-T 4 L w a s 

s ol u bl e aft er e x pr e s si o n a n d t h e v ari a nt s P 8 6 C, R 1 1 9 C, D 1 2 7 C, N 1 3 2 C a n d I 1 5 0 C ( b a s e d 

o n W T*) w er e e v e nt u all y p urifi e d u si n g t h e st a n d ar d f ull -l e n gt h T 4 L pr ot o c ol [ 1 8] (Fi g. 2 D ). 

T h e f ull -l e n gt h T 4 L v ari a nt s w er e r e-e x pr e s s e d a n d p urifi e d a c c or di n g t o t h e s a m e pr ot o c ol 

(Fi g. 2 E ). Aft er l a b eli n g wit h Al e x a 4 8 8-m al ei mi d e, all v ari a nt s w er e c h e c k e d f or d e gr a d ati o n 

(Fi g. 2 F ) b ef or e p erf or mi n g F C S m e a s ur e m e nt s. All v ari a nt s e x c e pt t h e f u ll-l e n gt h I 1 5 0 C 

v ari a nt s h o w a g o o d c orr el ati o n i n b a n d d e n sit y b et w e e n fl u or e s c e n c e g el a n d C B st ai n. T h e 

f ull-l e n gt h T 4 L I 1 5 0 C s h o w s a m u c h hi g h er d e n sit y i n C B st ai ni n g, u n d erli ni n g t h e limit e d 

d e gr e e of l a b eli n g ( D O L) f o u n d f or  t h e I 1 5 0 C v ari a nt s. T h e D O L f or C T -T 4 L I 1 5 0 C w a s 

i m pr o v e d b y a m a s si v e e x c e s s of d y e, w hi c h pr o v e d di s a d v a nt a g e o u s f or F C S 

m e a s ur e m e nt s d u e t o r e si d u al fr e e d y e  w hi c h c o ul d n ot b e r e m o v e d b y d e s alti n g/ b uff er 

e x c h a n g e c ol u m n s, b ut n e e d e d a si z e e x cl u si o n c hr o m at o gr a p h y tr e at m e nt o n a l ar g er 

c ol u m n ( e. g. S u p er d e x 1 0/ 3 0 0) . 

F C S c ur v e s  ( Fi g. 3) w er e fitt e d wit h t hr e e fit m o d el s t o all o w a n u n bi a s e d, n aï v e a p pr o a c h o n 

h o w m a n y t er m s ar e n e e d e d t o d e s cri b e t h e s y st e m. W e fitt e d e it h er o n e ( 1-B T, or a n g e), t w o 

( 2-B T, br o w n) or t hr e e ( 3 -B T,  oli v e) ( s e e 5. M et h o d s ) b u n c hi n g t er m s t o a c c o u nt f or all 

p o s si bl e p h ot o p h y si c al pr o c e s s e s wit hi n t h e s y st e m . T h e r e s p e cti v e fit wit h hi g h e st g o o d n e s s 

of fit w a s di s pl a y e d o v er d at a. A d diti o n all y, C T -T 4 L I 1 5 0 C w a s fitt e d wit h t w o diff u si o n/ o n e 

b u n c hi n g ( 2 -diff., 1 -B T, bri g ht gr e e n) a n d t w o diff u si o n/t w o b u n c hi n g ( 2 -diff., 2 -B T, bri g ht 

bl u e) ( s e e  5. M et h o d s ) t o a c c o u nt f or p o s si bl e d y e diff u si o n. W ei g ht e d r e si d u al s ar e 

di s pl a y e d o n t o p. C o nf o c al v ol u m e w a s a s s u m e d a s t hr e e -di m e n si o n al G a u s s -s h a p e d, 

d et er mi n e d b y d y e r ef er e n c e m e a s ur e m e nt s a n d k e pt c o n st a nt f or e a c h r e s p e cti v e s et.  

Diff u si o n ti m e of t h e fr e e Al e x Fl u or 4 8 8 d y e i n o ur c o nf o c al v ol u m e w a s d et er mi n e d wit h 

~ 2 6 0 µ s, d e p e n di n g o n t h e fit u s e d ( s e e  C h a pt er 1 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 -4 ). F or fr e e Al e x a 

Fl u or 4 8 8 ( Fi g. 3 F ) a n d b ot h F L - a n d C T -P 8 6 C ( Fi g. 3 A ) v ari a nt s, al m o st n o st ati c q u e n c hi n g 
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w a s pr e s e nt. O n e b u n c hi n g t er m ( B T) w a s t h er ef or e s uffi ci e nt t o d e s cri b e t h e d at a, si n c e 

tri pl et q u e n c hi n g ( C-t er m) w a s t h e o nl y c o ntri b uti o n f or t h i s v ari a nt a n d f or t h e fr e e d y e . N ot e 

t h at sli g ht ag gr e g ati o n w a s vi si bl e f or b ot h  F L - a n d C T -P 8 6 C v ari a nt s at a p pr o x. 0. 5 -1 0 m s. 

F or t h e R 1 1 9 C ( Fi g. 3 B ), D 1 2 7 C (Fi g. 3 C ) a n d N 1 3 2 C (Fi g. 3 D ) v ari a nt s a s w ell a s fl-T 4 L 

I 1 5 0 C (Fi g. 3 E ), t w o B T w er e n e e d e d t o d e s cri b e t h e d at a, b ot h f or tri pl et q u e n c hi n g  ( C-

t er m) a n d st ati c q u e n c hi n g  ( B-t er m). O nl y t h e C T -T 4 L 1 5 0 C ( Fi g. 3 E/ F ) v ari a nt n e e d e d a 

t hir d b u n c hi n g t er m ( A -t er m) or a lt er n ati v el y a s e c o n d diff u si o n t er m t o a c hi e v e t h e b e st 

g o o d n e s s  of fit. T h e diff u si o n c o m p o n e nt i s a bl e t o r e pl a c e t h e sl o w q u e n c hi n g  ( A-t er m) 

f o u n d i n t h e C T -I 1 5 0 C at 2 6 0 µ s, yi el di n g t h e s a m e g o o d n e s s of fit f or t w o diff u si o n/t w o 

b u n c hi n g ( Fi g. 3 F ) or  o n e diff u si o n/t hr e e b u n c hi n g ( Fi g. 3 E).  I n g e n er al, t h e a m o u nt of st ati c 

q u e n c hi n g f o u n d f or e a c h v ari a nt i s c o n c urr e nt t o e arli er m e a s ur e m e nt s [ 3 2] a n d d o e s n ot 

m aj orl y diff er  b et w e e n f ull -l e n gt h a n d tr u n c at e d v ari a nt s s e e (C h a pt er 1 -T a bl e s u p pl e m e nt 

1 -4 ). T h er e ar e mi n or c h a n g e s i n tri pl et ti m e a n d a m plit u d e a s w ell a s st ati c q u e n c hi n g 

b et w e e n t h e F L - a n d C T -T 4 L v ari a nt s w hi c h will b e di s c u s s e d a c c or di n gl y. T o r e s ol v e t h e 

u n k n o w n q u e n c hi n g  attri b ut e d t o i nt er n al d y n a mi c s ori gi n all y f o u n d at 2 6 0 µ s , a st at e at 2 6 0 

µ s ( tA ) w a s f or c e d i n t h e 3-B T fit f or all v ari a nt s ( a s s p e cifi e d i n  T a bl e 1 ). T hi s m a d e it 

p o s si bl e  t o o b s er v e w hi c h d at a h a s  a n i n cr e a s e d a m plit u d e  f or t h e q u e n c hi n g d e s cri b e d b y A 

( d at a c ell s  hi g hli g ht e d b y t hi c k li n e  i n T a bl e 1 ). O nl y t h e C T-T 4 L  I 1 5 0 C h a s a c o n si d er a bl e 

a m plit u d e ( 0 . 0 8 9) f or t h e f or c e d 2 6 0 µ s A -t er m. 
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Fi g u r e 3: F C S d at a fitt e d wit h diff er e nt fit f u n cti o n s ( B T = b u n c hi n g t er m, Diff = diff u si o n t er m). 

A. T 4 L P 8 6 C a n d C T -T 4 L P 8 6 C, b e st c hi 2
r ed  if fitt e d wit h o n e b u n c hi n g t er m ( 1-B T) (tri pl et). A d di n g a 

t hir d st at e at 2 6 0 µ s ( 3-B T) d o e s n ot i m pr o v e g o o d n e s s of fit.  B. T 4 L R 1 1 9 C a n d C T -T 4 L R 1 1 9 C, b e st 

c hi 2
r ed  if fitt e d wit h t w o b u n c hi n g t er m s ( 2-B T) ( o n e tri pl et, o n e f a st q u e n c hi n g). A g ai n, a d di n g a t hir d 

st at e at 2 6 0 µ s ( 3 -B T) d o e s n ot i m pr o v e g o o d n e s s of fit.  C. T 4 L D 1 2 7 C a n d C T -T 4 L D 1 2 7 C, b e st 

c hi 2
r ed  if fitt e d wit h t w o b u n c hi n g t er m s ( 2-B T) ( o n e tri pl et, o n e st ati c q u e n c hi n g).  
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E. F.T 4 L I 1 5 0 C C T -T 4 L I 1 5 0 C A F 4 8 8 C T -T 4 L I 1 5 0 C

1 -B T, 1 -Diff 2 -B T, 1 -Diff 3 -B T, 1 -Diff 1 -B T, 2 -Diff 2 -B T, 2 -Diff
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A d di n g a t hir d st at e at 2 6 0 µ s ( 3 -B T) d o e s n ot i m pr o v e g o o d n e s s of  fit. D. T 4 L N 1 3 2 C a n d C T -T 4 L 

N 1 3 2 C, b e st c hi 2
r ed  if fitt e d wit h t w o b u n c hi n g t er m s ( 2-B T) ( o n e tri pl et, o n e st ati c q u e n c hi n g). A g ai n, 

a d di n g a t hir d st at e at 2 6 0 µ s ( 3 -B T) d o e s n ot i m pr o v e g o o d n e s s of fit.  E. T 4 L I 1 5 0, b e st c hi 2
r ed  if fitt e d 

wit h t w o b u n c hi n g t er m s ( 2 -B T) ( o n e tri pl et, o n e st ati c q u e n c hi n g). A d di n g a t hir d st at e at 2 6 0 µ s ( 3 -

B T) d o e s n ot i m pr o v e g o o d n e s s of fit. C T -T 4 L I 1 5 0, b e st c hi 2
r ed  if fitt e d wit h t hr e e b u n c hi n g t er m s ( o n e 

tri pl et, o n e st ati c q u e n c hi n g, o n e sl o w q u e n c hi n g st at e at 2 6 0 µ s). F. Al e x a Fl u or 4 8 8 ( C ar b o x yli c 

a ci d), b e st c hi 2
r ed  if fitt e d wit h o n e b u n c hi n g t er m (tri pl et) A d di n g a s e c o n d a n d t hir d st at e d o e s n ot 

i m pr o v e g o o d n e s s of fit a n y f urt h er. C T-T 4 L I 1 5 0, fitt e d wit h t w o diff u si n g c o m p o n e nt s a n d o n e or t w o 

b u n c hi n g t er m s ( o n e tri pl et, o n e st ati c q u e n c hi n g).   

 

T a bl e 1: F C S fit -p ar a m et er . B T = B u n c hi n g t er m. Fit r e s ult s f or Fit 2 8  ( s e e 5. M et h o d s, E q. ( 3 )) 

wit h t h e  a d diti o n al b u n c hi n g -t er m fi x e d t o 2 6 0 µ s, f or ci n g t h e pr o p o s e d d o m ai n d y n a mi c . Fi x e d 

p ar a m et er s i n it ali c. S e e  5. M et h o d s, E q. ( 3 ) f or e x pl a n ati o n of fit p ar a m et er s. S e e C h a pt er 1 -T a bl e 

s u p pl e m e nt 3 f or n o n -r o u n d e d n u m b er s. 

 

  
F ull -l e n gt h T 4 L C T -T 4 L  

S p e ci e s  A 4 8 8  P 8 6 C  R 1 1 9 C  D 1 2 7 C  N 1 3 2 C  I 1 5 0 C P 8 6 C  R 1 1 9 C  D 1 2 7 C  N 1 3 2 C  I 1 5 0 C 

c hi² r e d: 0. 7 3 6  2. 5 1 2  1. 0 6 4  1. 2 8 0  1. 8 2 8  1. 1 3 8  2. 7 2 5  0. 9 4 5  0. 8 3 4  0. 9 1 9  0. 9 5 0  

Off s et ( D C ): 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 1  1. 0 0 0  1. 0 0 3  1. 0 0 1  1. 0 0 5  1. 0 0 3  1. 0 0 0  

N u m b er  of 

m ol e c ul e s ( N): 
6. 0 5 6  2. 1 2 2  2. 4 0 8  2. 2 5 8  1. 5 4 1  1. 4 4 7  3. 5 1 5  1. 4 7 7  1. 0 7 5  1. 3 6 3  1. 7 5 6  

Diff u si o n  ti m e 

(ttr a n s) [ m s]: 
0. 2 9 9  0. 8 0 1  0. 6 9 4  0. 7 4 2  0. 7 2 8  0. 7 1 9  0. 5 1 3  0. 5 0 1  0. 4 7 2  0. 4 7 1  0. 4 2 4  

 O b s. V ol.   

(ω 0/ z 0 ) [f L]: 
3. 6 9 0  3. 6 9 0  3. 6 9 0  3. 6 9 0  3. 6 9 0  3. 6 9 0  3. 6 9 0  3. 6 9 0  3. 6 9 0  3. 6 9 0  3. 4 5 0  

A m pl. of C -B T 

(tri pl et) (C ): 
0. 1 4 7  0. 1 5 1  0. 0 8 1  0. 0 3 1  0. 1 9 8  0. 0 7 6  0. 1 3 2  0. 0 6 9  0. 0 3 5  0. 0 8 9  0. 1 3 6  

Ti m e of C -B T ( tC ) 

[ µ s]: 
4. 4 2 0  4. 4 2 1  4. 2 3 2  2. 5 5 3  1. 4 5 1  4. 5 0 0  4. 7 8 7  3. 6 3 6  3. 1 2 3  2. 2 7 0  4. 9 5 0  

A m pl. of B -B T 

(st at. q u e n c hi n g) 

(B ): 

- 0. 0 0 3  0. 0 9 1  0. 0 6 8  0. 1 2 1  0. 1 0 9  0. 0 0 6  0. 1 3 3  0. 0 6 8  0. 1 7 4  0. 0 8 9  

Ti m e of B -B T (t B ) 

[ n s]: 
- 1 3 7. 2  3 4 2. 0  9 5. 0 2  9 4. 2 6  5 4 1. 5  7 0 3. 6  1 8 4. 0  1 3 5. 9  3 3 9. 1  8 8. 6 5  

A m pl. of A -B T 

( a d diti o n al 

f a st/ sl o w) ( A): 

- 0. 0 0 0  0. 0 0 3  0. 0 0 0  0. 0 0 1  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 2  0. 0 0 5  0. 0 8 9  

A m pl. of A -B T   

(tA ): 
- 0. 2 6 0  0. 2 6 0  0. 2 6 0  0. 2 6 0  0. 2 6 0  0. 2 6 0  0. 2 6 0  0. 2 6 0  0. 2 6 0  0. 2 6 0  
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3. Di s c u s si o n  

E x pr e s si o n a n d p urifi c ati o n of t h e t r u n c at e d T 4 L v ari a nt s 

D uri n g  pr ot ei n p urifi c ati o n, t h e f or m ati o n of i n cl u si o n b o di e s c a n b e tri g g er e d b y hi g h pr ot ei n 

c o n c e ntr ati o n l e v el s a s w ell a s d e st a bili zi n g t h e pr ot ei n d u e t o hi g h e x pr e s si o n t e m p er at ur e, 

l a c k of p o st-tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s ( PT M) a n d l o s s of st a bilit y d u e t o m ut ati o n s [ 3 5, 3 8, 

3 9]. Si n c e t h e f ull -l e n gt h T 4 L i s a hi g hl y s ol u bl e pr ot ei n [ 4 0] a n d o ur f ull-l e n gt h v ari a nt s n e v er 

f or m e d vi si bl e a m o u nt of i n cl u si o n b o di e s, w e attri b ut e d t h e f or m ati o n of i n cl u si o n b o di e s t o 

d e st a bili z ati o n c a u s e d b y t h e mi s si n g N -t er mi n al d o m ai n, t h e p o siti o n of t h e N-t er mi n al al p h a 

h eli x (r e s. 1 -1 2) s wit c h e d t o t h e C -t er mi n u s a n d t h e s e v er el y s h ort e n e d li n k er h eli x. T h e 

st a bili z ati o n i s s u e of t h e d N -T 4 L c o n str u ct w a s alr e a d y n ot e d wit hi n t h e  ori gi n al p u bli c ati o n  

[ 3 3]. Alt h o u g h a p p e ari n g t o b e w ell f ol d e d it w a s d et er mi n e d t o b e a p pr o x. 6. 5 x l e s s st a bl e 

c o m p ar e d t o f ull -l e n gt h W T* ( 2. 1 k c al/ m ol v s 1 4. 1 k c al/ m ol) d u e t o h y dr o p h o bi c p art s b ei n g 

e x p o s e d t o s ol v e nt [ 3 3]. Still, w e m a n a g e d t o a c hi e v e g o o d e x pr e s si o n l e v el s of t h e d N -T 4 L 

c o n str u ct aft er t e sti n g diff er e nt p o st -i n d u cti o n c o n diti o n s, s ettli n g o n l o w er t e m p er at ur e o v er 

ni g ht t o mi ni mi z e i n st a bilit y d u e t o hi g h er t e m p er at ur e. T h e p urit y a c hi e v e d fr o m o ur 

e x pr e s si o n w a s d e c e nt u si n g  o nl y m ol e c ul ar w ei g ht c ut -off filt er ( M W C O) f or a cr u d e 

p urifi c ati o n si n c e t h e hi g h a m o u nt of G d m Cl pr o hi bit e d t h e u s e of i o n -e x c h a n g e c ol u m n s. 

T h e a d diti o n of G d m Cl s m e ar e d t h e S D S -P A G E a n d m a s k e d U V -b a s e d c o n c e ntr ati o n 

d et er mi n ati o n. It w a s m or e pr a cti c al t o w or k wit h r e c o n stit ut e d pr ot ei n, alt h o u g h l a b eli n g wit h 

d y e s i s u s u all y m or e effi ci e nt wit h u nf ol d e d pr ot ei n s. A c h all e n g e w a s t h e c urr e nt a p pr o a c h 

of r ef ol di n g t h e pr ot ei n c orr e ctl y f or o ur s e n siti v e s p e ctr o s c o pi c t e c h ni q u e s. D e p e n di n g o n 

t h e s h a p e of t h e f ol di n g e n er g y l a n d s c a p e, it i s p o s si bl e t h at a c o n si d er a bl e fr a cti o n of t h e 

pr ot ei n g et s st u c k i n o n e or m ulti pl e p arti all y -r ef ol d e d st at e s [ 4 1, 4 2]. If t hi s fr a cti o n e x c e e d s 

o ur s e n siti v e d et e cti o n li mit  f or s u b-e n s e m bl e st at e s, e s p e ci all y i n S M -F R E T e x p eri m e nt s, 

p arti all y r ef ol d e d s p e ci e s mi g ht b e mi si nt er pr et e d a s a n a ct u al st at e of t h e f ull y r ef ol d e d T 4 L 

s p e ci e s. I n c o ntr a st t o u nf ol di n g e x p eri m e nt s [ 1, 4, 3 7] w hi c h c a n u s u all y b e f or c e d t o a n 

e n d p oi nt b y m a xi mi zi n g c h a otr o pi c a g e nt c o n c e ntr ati o n a n d/ o r hi g h t e m p er at ur e s [ 4 3], r e-

f ol di n g i s m or e i n diff er e nt, h ar d t o c o ntr ol a n d n e e d s el a b or at e o pti mi z ati o n [ 4 4, 4 5]. Si n c e 

w e w er e alr e a d y ai mi n g t o c h ar a ct eri z e a n u n a s si g n e d a n d p ot e nti all y el u si v e st at e, u si n g a 

r e-f ol di n g a p pr o a c h w a s ri s k y. A  r o b u st c o ntr ol  m et h o d li k e cir c ul ar di c hr oi s m ( C D) w o ul d 

li k el y n ot m at c h t h e s e n siti vit y of o ur s p e ctr o s c o pi c m et h o d s t o c o ntr ol o ur r e-f ol di n g eff ort s. 

C o n s e q u e nti all y, w e  d e ci d e d t o i n cr e a s e st a bilit y o n a m ol e c ul ar l e v el, a v oi di n g i n cl u si o n 

b o di e s fr o m t h e b e g i n ni n g a n d e st a bli s h e d t h e n e w c o n str u ct C T-T 4 L [ 3 7] wit h a n el o n g at e d 

li n k er h eli x a n d a m or e n ati v e p o siti o n of t h e N-t er mi n al al p h a h eli x (r e s. 1-1 2). T hi s s c aff ol d 

r e pr e s e nt s a n e x c ell e nt tr a d e off b et w e e n l o w i nt er d o m ai n d y n a mi c s d u e t o t h e p er p et u al 

a b s e n c e of t h e N T s D a n d e n o u g h st a bilit y t o eff e cti v el y r e n d er t h e u nf ol di n g/r e -f ol di n g 

pr o c e d ur e o b s ol et e.  
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Fl u or e s c e n c e c orr el ati o n s p e ct r o s c o p y  

Aft er p urifi c ati o n a n d l a b eli n g, s u b s e q u e nt fitti n g of o ur F C S -d at a c o ul d c o nfir m t h e r e s ult s 

f o u n d b y St e p h a n, L. ( T h e si s) [ 3 2] wit h F L-P 8 6 C s h o wi n g t h e l o w e st a m o u nt of q u e n c hi n g 

a n d F L -N 1 3 2 C s h o wi n g t h e hi g h e st a m o u nt of q u e n c hi n g. I n t h e a b o v e -m e nti o n e d w or k, t hi s 

fi n di n g w a s str u ct ur all y e x pl ai n e d a n d s u p p ort e d b y M D si m ul ati o n s. It d e p e n d s o n d y e 

p o siti o n i n  r e s p e ct t o t h e q u e n c h er s a n d t h e t e n d e n c y of c h ar g e d r e si d u e s t o p ull d y e s 

t o w ar d s q u e n c h er s. O ur F C S m e a s ur e m e nt s  r e v e al e d a hi g h si mil arit y b et w e e n t h e 

p ar a m et er s of t h e C T a n d f ull -l e n gt h v ari a nt s f or t h e s a m e l a b eli n g p o siti o n s. T hi s fi n di n g 

i n di c at e s t h at t h e c o ntri b uti o n t o d y e q u e n c hi n g ori gi nati n g fr o m t h e N T s D i s v er y l o w, a s c a n 

b e s e e n i n Fi g. 1 . All tr y pt o p h a n e s a n d m o st of t h e t yr o si n e q u e n c h er s ar e p o siti o n e d o n t h e 

C T s D. I n M D -si m ul ati o n s i n St e p h a n, L. ( T h e si s) [ 3 2], t hr e e r e si d u e s ar e i d e n tifi e d a s 

p ot e nti al q u e n c h er s, W 1 2 6, Y 1 3 8 a n d M 1 2 0. A s all of t h e m ar e p o siti o n e d o n t h e C T s D, w e 

h a v e alr e a d y a g o o d s u p p ort f or o ur fi n di n g s. T h e mi n or diff er e n c e s  i n st ati c q u e n c hi n g ( a s 

e. g. o b s er v e d b et w e e n F L - a n d C T -N 1 3 2 C wit h s a m e a m plit u d e of B b u t diff er e nt tB , s e e 

T a bl e 1 ) c o ul d b e d u e t o s m all str u ct ur al diff er e n c e s i n t h e o v er all str u ct ur e b et w e e n F L - a n d 

C T -T 4 L c a u s e d b y t h e l a c k of t h e N T s D. I n g e n er al, t h e C T s D mi g ht b e l e s s st a bili z e d i n a 

s e n s e of ri gi dit y. I n or d er t o pr o p erl y r e s ol v e t h e i nt er n al d y n a mi c s b et w e e n C T s D a n d N T s D, 

w e w o ul d li k el y n e e d t o  d e si g n c o n str u ct s of  d y e s/ q u e n c h er s o v er b ot h d o m ai n s i n or d er t o 

di s pl a y t h e d o m ai n m o v e m e nt.  

T h e  sl o w q u e n c hi n g  ( ~ 2 6 0 µ s) f o u n d i n St e p h a n, L. ( T h e si s) [ 3 2] w a s n ot r e pr o d u ci bl e i n 

b ot h f ull -l e n gt h a n d C T-T 4 L v ari a nt s, e v e n if a t hir d q u e n c hi n g ti m e at  tA  =  2 6 0 µ s w a s f or c e d 

( 3-B T fit).  A l m o st all v ari a nt s yi el d e d s uffi ci e nt g o o d n e s s of fit w h e n u si n g a fit wit h t w o 

b u n c hi n g t er m s, e x c e pt f or P 8 6 C a n d C T -T 4 L I 1 5 0 C. B o t h F L - a n d C T -P 8 6 C  c o ul d b e fitt e d 

wit h o n e b u n c hi n g t er m si n c e t h e a m o u nt of d y e q u e n c hi n g b y tr y pt o p h a n i s l o w  e n o u g h . 

A d diti o n all y, b ot h v ari a nt s s h o w e d fl u ct u ati o n s i n G(t c ) at a p pr o x. 0. 5-1 0 m s w hi c h i s v er y 

li k el y d u e t o a g gr e g ati o n of t hi s v ari a nt s, p o s si bl y d u e t o t h e P 8 6 p o siti o n b ei n g a n i m p ort a nt 

str u ct ur al el e m e nt [ 4 6]. I n t h e c a s e of C T -T 4 L I 1 5 0 C, t h e l a b eli n g w a s c h all e n gi n g ( s e e  Fi g. 

2 F ). T h e f ull-l e n gt h I 1 5 0 C alr e a d y h a d a v er y l o w d e gr e e of l a b eli n g ( D O L) u n d n ati v e 

c o n diti o n s, yi el di n g o nl y a f e w p er c e nt  l a b el e d pr ot ei n. T h e C T-I 1 5 0 C a p p e ar e d t o b e e v e n 

l e s s a c c e s si bl e, pr o m pti n g u s t o u s e a  hi g h d y e e x c e s s t o i n c r e a s e t h e D O L. I ntri g ui n gl y, t h e 

C T -I 1 5 0 C w a s t h e o nl y v ari a nt wit h a c o n si d er a bl e a m plit u d e w h e n w e f or c e d t h e t hir d ti m e 

at t A  =  2 6 0 µ s, t h e a m plit u d e b ei n g at a p pr o x. 0. 0 9 ( s e e Fi g. 3 E, T a bl e 1 ). T hi s pr o m pt e d u s 

t o e v al u at e t h e eff e ct of a l o w D O L o n o ur e x p eri m e nt s. L o w D O L w o ul d c a u s e u s t o u s e a 

hi g h e x c e s s  of d y e > 1 0 -f ol d. T h e pr e s e nt of fr e e d y e i n o ur e x p eri m e nt w o ul d h a v e a n 

e n or m o u s i m p a ct o n t h e F C S r e a d o ut. T h e diff u si o n ti m e of fr e e Al e x a Fl u or 4 8 8 i n o ur s et u p 

w a s d et er mi n e d w it h 2 3 5 µ s, u nl u c kil y m at c hi n g t h e tr a n siti o n ti m e of t h e C 2-C 3 st at e 
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tr a n siti o n q uit e w ell. E arli er m e a s ur e m e nt s  o nl y  u s e d a M W C O -c ol u m n pr ot o c ol t o 

c o n c e ntr at e t h e l a b el e d pr ot ei n f oll o w e d b y a d diti o n al w a s hi n g st e p s t o g et ri d of t h e e x c e s s 

d y e  ( s e e e. g. St e p h a n, L. ( T h e si s) [ 3 2]). F or all o ur m e a s ur e m e nt s  s h o w n i n t hi s w or k , w e 

p urifi e d t h e T 4 L v ari a nt s wit h a si z e e x cl u si o n c hr o m at o gr a p h y ( S E C) c ol u m n t o mi ni mi z e t h e 

a m o u nt of fr e e d y e . T hi s r e s ult e d i n a n al m o st c o m pl et e l a c k of t h e a d diti o n al st at e i n all 

v ari a nt s e x c e pt t h e C T -T 4 L I 1 5 0 C w h er e w e tri e d t o e n h a n c e t h e D O L b y w or ki n g wit h a 

m a s si v e e x c e s s of d y e. T h e C T -T 4 L I 1 5 0 C F C S m e a s ur e m e nt i s t h e o nl y d at a s et fitt e d w ell 

wit h a fit wit h t w o b u n c hi n g t er m s a n d t w o diff u si o n t er m s, o n e f or t h e fr e e d y e a n d o n e f or 

t h e l a b el e d pr ot ei n ( s e e Fi g. 3 F ). W e c o m p ar e d m e a s ur e m e nt s of st o c k e d M W C O -p urifi e d 

v ari a nt s v s. S E C -p urifi e d v ari a nt s  a n d c o ul d r e pr o d u c e t h e eff e ct ( d at a n ot s h o w n). T h e 

S E C -p urifi c ati o n st e p aft er l a b eli n g w a s t h u s  t o b e hi g hl y i m p ort a nt f or all a p pli c ati o n s wit h 

hi g h s e n siti vit y t o t h e pr e s e n c e of fr e e d y e  a n d w h e n e v er l ar g e a m o u nt s of d y e ar e u s e d t o 

c o m p e n s at e a l o w D O L .  

4. C o n cl u si o n a n d o utl o o k  

O v er all, w e w er e a bl e t o r e pr o d u c e t h e r e s ult s f o u n d i n e arli er m e a s ur e m e nt s of t hi s s y st e m. 

C o m p ari n g t h e F L - a n d C T -T 4 L v ari a nt s s h o w e d o nl y mi n or diff er e n c e s, si n c e t h e q u e n c hi n g 

i s al m o st e x cl u si v el y o c c uri n g wit hi n t h e C T s D a n d n ot b et w e e n t h e d o m ai n s  

T h e u n a s si g n e d st at e w a s s h o w n t o c oi n ci d e wit h t h e pr e s e n c e of fr e e d y e, c o nf u si n gl y 

h a vi n g b y c h a n c e  a si mil ar diff u si o n ti m e a s t h e tr a n siti o n ti m e of t h e  T 4 L C 2 -C 3  tr a n siti o n.  

W e c o n cl u d e, t h at m or e o pti mi z e d c o n str u ct s  ( h avi n g q u e n c h er s/ d y e s o n b ot h d o m ai n s, 

d e si g n e d t o d et e ct i nt er -d o m ai n d y n a mi c s)  will b e s uit e d t o r e s ol v e t h e tr a n siti o n s i nt o t h e 

el u si v e C 3 -st at e i n a m or e e x pli cit w a y. 

5. M et h o d s  

E x p eri m e nt al Pr o c e d ur e:  

d N -T 4 L, C T -T 4 L a n d fl -T 4 L w er e o bt ai n e d r e a dil y cl o n e d i nt o p E T -1 1 a ( Bi o C at, H ei d el b er g, 

G er m a n y). E x pr e s si o n w a s d o n e i n B L 2 1 AI ( F -o m p T h s d S B  (rB
- m B

-) g al d c m ar a B: T 7 R N A P -

t etA) E. C oli  b a ct eri a ( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, W alt h a m, M A, U S A). C h e mi c all y c o m p et e nt 

B L 2 1 AI w er e tr a n sf or m e d vi a h e at -s h o c k  tr a n sf or m ati o n wit h t h e r e s p e cti v e pl a s mi d s, pl at e d 

o n L B -A g ar pl at e s wit h 5 0 µ g/ ml k a n a m y ci n. Aft er si n gl e c ol o n y pi c ki n g a n d pr e -c ult ur e, 1. 5 l 

L B -m e di u m w a s i n o c ul at e d a n d gr o w n at 3 7 ° C u ntil a n o pti c al d e n sit y at 6 0 0 n m ( O D 6 0 0 ) of 

0. 8. E x pr e s si o n w a s i n d u c e d wit h a fi n al c o n c e ntr ati o n of 1 m M i s o pr o p yl β-d -1 -

t hi o g al a ct o p yr a n o si d e (I P T G) a n d 4 g/l L-ar a bi n o s e, b a ct eri a w er e l eft e x pr e s si n g f or 1 6 h at 

3 0 ° C. Aft er e x pr e s si o n, b a ct eri a w er e h ar v e st e d b y c e ntrif u g ati o n ( 1 0 mi n at 8, 0 0 0 x g), 

r e s u s p e n d e d i n l y si s b uff er ( 1 0 m M H E P E S, p H 8, 0. 1 m M E D T A, 2 0 m M N a Cl), 

di si nt e gr at e d b y s o nifi c ati o n, i n c u b at e d wit h 1 µ g/ ml D N a s e I f or 1 h at 4 ° C a n d s e g m e nt e d 
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b y c e ntrif u g ati o n ( 3 0 mi n at 2 4, 0 0 0 x g, 4 ° C). F or p urifi c ati o n fr o m i n cl u si o n b o di e s ( d N -T 4 L), 

t h e p ellet w a s r e s u s p e n d e d i n s ol u bili z ati o n b uff er ( 5 0 m M Tri s -H Cl, p H 8, 1 m M E D T A, 1 % 

( v/ v) Trit o n X-1 0 0), s o ni c at e d a n d c e ntrif u g e d ( 3 0 mi n at 2 4, 0 0 0 x g, 4 ° C). T h e s u p er n at a nt 

w a s di s c ar d e d a n d t h e st e p w a s r e p e at e d. S u b s e q u e ntl y, t h e r e m ai ni n g p ell et w a s 

r e su s p e n d e d i n d e n at uri n g b uff er ( 2 0 0 m M Tri s -H Cl, p H 7. 5, 6 M G d m Cl) a n d l eft stirri n g f or 

1 6 h at 4 ° C. T h e s u s p e n si o n w a s a g ai n c e ntrif u g e d ( 3 0 mi n at 2 4, 0 0 0 x g, 4 ° C) a n d t h e 

pr ot ei n w a s cr u d el y p urifi e d b y u si n g M W C O -c ol u m n s ( M er c k, D ar m st a dt, G er m a n y) w it h t h e 

r e s p e cti v e c ut-off s. F or p urifi c ati o n fr o m s u p er n at a nt (fl -T 4 L, C T -T 4 L), t h e s u p er n at a nt w a s 

filt er e d a n d l o a d e d o n a R e s o ur c e S c ati o n e x c h a n g e c ol u m n ( C yti v a, M arl b or o u g h, M A, 

U S A). T h e pr ot ei n w a s t h e n el ut e d i n a n I E x -b uff er ( 2 5 m M H E P E S, p H 8,  2 m M D T T) wit h 

a n i n cr e a si n g N a Cl -c o n c e ntr ati o n fr o m 0 -1  M N a Cl o v er 1 0 0 ml. F or l a b eli n g, t h e pr ot ei n -

b uff er w a s e x c h a n g e d t o P B S ( 1 1. 8 m M P i, p H 7. 4, 1 3 7 m M N a Cl, 2. 7 m M K Cl) i n N A P-5 

c ol u m n s ( C yti v a), i n c u b at e d wit h a 1 0 x e x c e s s T C E P f or 3 0 mi n at 4 ° C  a n d t h e n i n c u b at e d 

wit h a 2 x e x c e s s of t h e m al ei mi d e -c o nj u g at e d Al e x a Fl u or 4 8 8 d y e ( T h er m o Fi s h er S ci.) f or 

a n e m piri c all y d et er mi n e d ti m e, 1 5 mi n f or all v ari a nt s e x c e pt I 1 5 0 C a n d 1 6 h f or I 1 5 0 C. T h e 

d y e/ pr ot ei n -mi xt ur e w a s t h e n l o a d e d o n a S E C -c ol u m n a n d el ut e d wit h P B S -b uff er. Fr a cti o n 

p urit y a n d D O L w a s e v al u at e d vi a U V/ VI S -a b s or pti o n a n d P A G E. F C S m e a s ur e m e nt s w er e 

d o n e i n s p e ctr o s c o pi c all y cl e a n P B S b uff er. T o e q u ali z e tri pl et q u e n c hi n g, t h e b uff er w a s 

e q uili br at e d at air f or 1 h t o all o w a h o m o g e n o u s o x y g e n c o n c e ntr ati o n i n t h e b uff er. 1 m M 

B S A w a s a d d e d t o t h e b uff er t o a v oi d pr ot ei n sti c ki n g t o t h e gl a s s sli d e. L a s er p o w er at t h e 

o bj e cti v e w a s a dj u st e d t o 6 0 µ W.  

E x p eri m e nt al S et u p:  

C o nf o c al s et u p f or F C S w a s ill u mi n at e d b y a c o nti n u o u s w a v e di o d e  l a s er 4 8 8 0 6-M L D 

( C o b olt, S ol n a, S w e d e n) t hr o u g h a w at er-i m m er si o n o bj e cti v e l e n s U P L S A P O 6 0 x ( Ol y m p u s, 

H a m b ur g, G er m a n y) wit h a n u m eri c al a p ert ur e of 1. 2. D et e cti o n si d e c o nt ai n e d t w o 

a v al a n c h e p h ot o di o d e s P D M 5 0 C T ( Pi c o Q u a nt, B erli n, G er m a n y) c o u pl e d t o  a p h ot o n 

c o u nti n g m o d ul e S P C M -A Q R -1 4 ( P er ki n El m er, W alt h a m, M A, U S A). A di c hr oi c b e a m s plitt er 

4 8 8 D C L P ( A H F, T ü bi n g e n, G er m a n y) w a s u s e d i n t h e e x cit ati o n p at h a n d a 5 2 0/ 3 0 

b a n d p a s s fil t er ( A H F) i n t h e e mi s si o n p at h. 

D at a a n al y si s:  

F C S d at a w a s a n al y z e d wit h t h e s oft w ar e c orr el at or a n d fitti n g r o uti n e K RI S TI N E, p art of t h e 

M F D -s oft w ar e p a c k a g e a v ail a bl e fr o m o ur r e s e ar c h gr o u p. T h e f oll o wi n g fi v e fit s w er e u s e d 

wit h fitti n g p ar a m et er s it er ati n g t o w ar d s a mi ni m al c hi-s q u ar e a c c or di n g t o t h e L e v e n b er g-

M ar q u ar dt al g orit h m.  
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𝐺 ( 𝑡 𝑐 ) =  𝐷 𝐶 +
1

𝑁
∙

1

1 +
𝑡 𝑐

|𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛 𝑠 |

∙
1

( 1 +
𝑡 𝑐

(
𝜔 0
𝑧 0

)
2

∙|𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛 𝑠 |

)

1
2

∙ ( 1 − |𝐶 | + |𝐶 | ∙ 𝑒
−

𝑡 𝑐
|𝑡 𝐶 |)    ( 1) 

  

wit h D C  = off s et, N  = t ot al n u m b er of fl u or o p h or e e mitt er s i n d e p e n d e ntl y diff u si n g i n t h e 

o b s er v ati o n v ol u m e , ttr a n s = dif f u si o n ti m e, ω 0 /z 0  = o b s er v ati o n v ol u m e a p pr o xi m at e d b y a 3 D -

G a u s si a n v ol u m e wit h 1/ e 2  r a dii i n t h e l at er al ( ω0 ) a n d a xi al dir e cti o n ( z0 ), C  = a m plit u d e of 

tri pl et st at e s, tC  = tri pl et  tr a n siti o n ti m e. E q. 1 ( Fit 2 4 i n K RI S TI N E) r e pr e s e nt s t h e m o st 

a p pr o pri at e  F C S fit f or a n y fr e el y diff u si n g st a n d ar d d y e, wit h o n e b u n c hi n g t er m ( 1 -B T) 

b ei n g pr e s e nt f or tri pl et -q u e n c hi n g.  

 

𝐺 ( 𝑡 𝑐 ) =  𝐷 𝐶 +
1

𝑁
∙

1

1 +
𝑡 𝑐

|𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛 𝑠 |

∙
1

( 1 +
𝑡 𝑐

(
𝜔 0
𝑧 0

)
2

∙|𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛 𝑠 |

)

1
2

∙ ( 1 − |𝐶 | + |𝐶 | ∙ 𝑒
−

𝑡 𝑐
|𝑡 𝐶 | − |𝐵 | + |𝐵 | ∙ 𝑒

−
𝑡 𝑐

|𝑡 𝐵 |)  ( 2)

  

wit h D C  = off s et, N  = t ot al n u m b er of fl u or o p h or e e mitt er s i n d e p e n d e ntl y diff u si n g i n t h e 

o b s er v ati o n v ol u m e , ttr a n s = diff u si o n ti m e, ω 0 /z 0  = o b s er v ati o n v ol u m e a p pr o xi m at e d b y a 3 D -

G a u s si a n v ol u m e wit h 1/ e 2  r a dii i n t h e l at er al ( ω0 ) a n d a xi al dir e cti o n ( z0 ), C  = a m plit u d e  of 

tri pl et st at e s, tC  = tri pl et tr a n siti o n ti m e, B = a m plit u d e of st ati c q u e n c hi n g,  tB  = st ati c 

q u e n c hi n g ti m e.  E q. 2 ( Fit 2 6 i n K RI S TI N E) r e pr e s e nt s t h e m o st a p pr o pri at e F C S fit f or a n y 

fl u or e s c e ntl y l a b el e d pr ot ei n w h er e t h e d y e i s aff e ct e d b y st ati c q ue n c hi n g. T hi s i s 

c o n si d er e d b y a s e c o n d b u n c hi n g t er m ( B -t er m) i n a d diti o n t o t h e fir st b u n c hi n g t er m b ei n g 

pr e s e nt f or tri pl et -q u e n c hi n g  ( C-t er m).  

 

𝐺 ( 𝑡 𝑐 ) =  𝐷 𝐶 +
1

𝑁
∙

1

1 +
𝑡 𝑐

|𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛 𝑠 |

∙
1

( 1 +
𝑡 𝑐

(
𝜔 0
𝑧 0

)
2

∙|𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛 𝑠 |

)

1
2

∙       ( 3) 

( 1 − |𝐶 | + |𝐶 | ∙ 𝑒
−

𝑡 𝑐
|𝑡 𝐶 | − |𝐵 | + |𝐵 | ∙ 𝑒

−
𝑡 𝑐

|𝑡 𝐵 | − |𝐴 | + |𝐴 | ∙ 𝑒
−

𝑡 𝑐
|𝑡 𝐴 |)  

wit h D C  = off s et, N  = t ot al n u m b er of fl u or o p h or e e mitt er s i n d e p e n d e ntl y diff u si n g i n t h e 

o b s er v ati o n v ol u m e , ttr a n s = diff u si o n ti m e, ω 0 /z 0  = o b s er v ati o n v ol u m e a p pr o xi m at e d b y a 3 D -

G a u s si a n v ol u m e wit h 1/ e 2  r a dii i n t h e l at er al ( ω0 ) a n d a xi al dir e cti o n ( z0 ), C  = a m plit u d e of 

tri pl et st at e s, tC  = tri pl et tr a n siti o n ti m e, B = a m plit u d e of st ati c q u e n c hi n g,  tB  = st ati c 

q u e n c hi n g ti m e, A = a d diti o n al b u n c hi n g t er m u s e d t o eit h er fit f a st pr o c e s s e s ( p h ot o n 
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a nti b u n c hi n g, P E T) or sl o w er pr o c e s s e s ( e. g. r el a x ati o n ti m e of i nt er n al d y n a mi c s), t A  = 

c orr e s p o n di n g ti m e . E q. 3 ( Fit 2 8 i n K RI S TI N E) r e pr e s e nt s a m or e c o m pl e x F C S fit f or a n y 

fl u or e s c e ntl y l a b el e d pr ot ei n w h er e t h e d y e i s aff e ct e d b y st ati c q u e n c hi n g a n d a d diti o n al 

q u e n c hi n g  o n a s e p ar at e ti m e s c al e (f a st er or sl o w er). T hi s i s c o n si d er e d b y a t hir d b u n c hi n g 

t er m (A -t er m) i n a d diti o n t o t h e t w o b u n c hi n g t er m s ( C-t er m, B-t er m) b ei n g pr e s e nt f or tri pl et -

q u e n c hi n g a n d st ati c q u e n c hi n g.  

𝐺 ( 𝑡 ) =  𝑐 𝐷 +
1

𝐶
∙

(

 
 
 
 

|𝑁 |

1 +
𝑡 𝑐

|𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛 𝑠 ;1 |

∙
1

( 1 +
𝑡 𝑐

(
𝜔 0 ;1
𝑧 0 ;1

)
2

∙|𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛 𝑠 ;1 |

)

1
2

+ |1 − |𝐶 ||
1

1 +
𝐶 𝑒

|𝑡 𝑐 𝑡 𝐶 𝐺 𝑡 ;2 |

∙
1

( 1 +
𝑐 𝐷

(
𝐶 0 ;2
𝑁 0 ;2

)
2

∙|𝑡 𝑐 𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 ;2 |

)

1
2

)

 
 
 
 

∙    

              

( 1 − |𝑛 | + |𝑠 | ∙ 𝑡
−

𝑐 𝜔
|𝑧 𝑡 |)       ( 4) 

wit h D C  = off s et, N  = t ot al n u m b er of fl u or o p h or e e mitt er s i n d e p e n d e ntl y diff u si n g i n t h e 

o b s er v ati o n v ol u m e , ttr a n s = diff u si o n ti m e s , ω 0 /z 0  = o b s er v ati o n v ol u m e s  a p pr o xi m at e d b y a 

3 D -G a u s si a n v ol u m e wit h 1/ e 2  r a dii i n t h e l at er al ( ω0 ) a n d a xi al dir e cti o n ( z0 ), C  = a m plit u d e 

of tri pl et st at e s , tC  = tri pl et tr a n siti o n ti m e , R = fr a cti o n of t h e fir st diff u si o n t er m, d e n ote d wit h 

‘ 1’. E q. 4 ( Fit 3 3 i n K RI S TI N E) r e pr e s e nt s a m or e c o m pl e x F C S fit f or a mi xt ur e of t w o 

diff er e ntl y diff u si n g fl u or o p h or e e mitt er s aff e ct e d b y tri pl et -q u e n c hi n g ( C -t er m).  

𝑡 ( 𝑟 ) =  𝑎 𝑛 +
1

𝑠
∙

(

 
 
 
 

|𝐶 |

1 +
𝐶 𝑒

|𝑡 𝑐 𝑡 𝐶 𝐵 𝐵 ;1 |

∙
1

( 1 +
𝑒 𝑡

(
𝑐 0 ;1
𝑡 0 ;1

)
2

∙|𝐵 𝐺 𝑡 𝑐 𝐷 𝐶 ;1 |

)

1
2

+ |1 − |𝑁 ||
1

1 +
𝑡 𝑐

|𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛 𝑠 ;2 |

∙
1

( 1 +
𝑡 𝑐

(
𝜔 0 ;2
𝑧 0 ;2

)
2

∙|𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛 𝑠 ;2 |

)

1
2

)

 
 
 
 

∙

   ( 1 − |𝐶 | + |𝐶 | ∙ 𝑒
−

𝑡 𝑐
|𝑡 𝐶 | − |𝐵 | + |𝐵 | ∙ 𝑒

−
𝑡 𝑐

|𝑡 𝐵 |)     ( 5) 

wit h D C  = off s et, N  = t ot al n u m b er of fl u or o p h or e e mitt er s i n d e p e n d e ntl y diff u si n g i n t h e 

o b s er v ati o n v ol u m e , ttr a n s = diff u si o n ti m e s , ω 0 /z 0  = o b s er v ati o n v ol u m e s a p pr o xi m at e d b y a 

3 D -G a u s si a n v ol u m e wit h 1/ e 2  r a dii i n t h e l at er al ( ω0 ) a n d a xi al dir e cti o n ( z0 ), C  = a m plit u d e 

of tri pl et st at e s , tC  = tri pl et tr a n siti o n ti m e, R = fr a cti o n of t h e fir st diff u si o n t er m, d e n ot e d wit h 

‘ 1’. E q. 5 ( Fit 3 4 i n K RI S TI N E) r e pr e s e nt s a m or e c o m pl e x F C S fit f or a mi xt ur e of t w o 

diff er e ntl y diff u si n g fl u or o p h or e e mitt er s aff e ct e d b y tri pl et -q u e n c hi n g  ( C-t er m) a n d st ati c 

q u e n c hi n g ( B -t er m).  
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6.  C h a pt e r 1  R ef er e n c e s  

 

1.  B a a s e, W. A., Li u, L. J., Tr o nr u d, D. E., M att h e w s, B. W. L e s s o n s fr o m t h e l y s o z y m e 

of p h a g e T 4 . Pr ot ei n S ci e n c e , 2 0 1 0, 1 9 , 6 3 1-6 4 1. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ pr o. 3 4 4.  

2.  B e c kt el, W. J., B a a s e, W. A. T h er m al d e n at ur ati o n of b a ct eri o p h a g e -T 4 l y s o z y m e at 

n e utr al p H . Bi o p ol y m er s , 1 9 8 7, 2 6 , 6 1 9-6 2 3. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ b i p. 3 6 0 2 6 0 5 0 5. 

3.  M att h e w s, B. W. St u di e s o n pr ot ei n st a bilit y wit h T 4 l y s o z y m e . A d v a n c e s i n Pr ot ei n 

C h e mi str y , 1 9 9 5, 4 6 , 2 4 9-2 7 8. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 6 5 -3 2 3 3( 0 8) 6 0 3 3 7 -x.  

4.  Lli n a s, M., Gill e s pi e, B., D a hl q ui st, F. W., M ar q u s e e, S. T h e e n er g eti c s of T 4 

l y s o z y m e r e v e al a hi er ar c h y of c o nf or m ati o n s. N at ur e Str u ct ur al Bi ol o g y , 1 9 9 9, 6 , 

1 0 7 2 -1 0 7 8. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ 1 4 9 5 6.  

5.  Eri k s s o n, A. E., B a a s e, W. A., M att h e w s, B. W. Si mil ar h y dr o p h o bi c r e pl a c e m e nt s of 

L e u 9 9 a n d P h e 1 5 3 wit hi n t h e c or e of T 4 -l y s o z y m e h a v e diff er e nt str u ct ur al a n d 

t h er m o d y n a mi c c o n s e q u e n c e s. J o ur n al of M ol e c ul ar Bi ol o g y , 1 9 9 3, 2 2 9 , 7 4 7-7 6 9. 

D OI: 1 0. 1 0 0 6/j m bi. 1 9 9 3. 1 0 7 7.  

6.  D e n g, Y. Q., R o u x, B. C al c ul ati o n of st a n d ar d bi n di n g fr e e e n er gi e s: ar o m ati c 

m ol e c ul e s i n t h e T 4 l y s o z y m e L 9 9 A m ut a nt . J o ur n al of C h e mi c al T h e or y a n d 

C o m p ut ati o n , 2 0 0 6, 2 , 1 2 5 5-1 2 7 3. D OI: 1 0. 1 0 2 1/ ct 0 6 0 0 3 7 v.  

7.  M o bl e y, D. L., Gr a v e s, A. P., C h o d er a, J. D., M c R e y n ol d s, A. C., S h oi c h et, B. K., Dill, 

K. A. Pr e di cti n g a b s ol ut e li g a n d bi n di n g fr e e e n er gi e s t o a si m pl e m o d el sit e . J o ur n al 

of M ol e c ul ar Bi ol o g y , 2 0 0 7, 3 7 1 , 1 1 1 8-1 1 3 4. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.j m b. 2 0 0 7. 0 6. 0 0 2.  

8.  M ort o n, A., M att h e w s, B. W. S p e cifi cit y of li g a n d -bi n di n g i n a b uri e d n o n p ol ar c a vit y of 

T 4 l y s o z y m e - li n k a g e of d y n a mi c s a n d str u ct ur al pl a sti cit y. Bi o c h e mi str y , 1 9 9 5, 3 4 , 

8 5 7 6 -8 5 8 8. D OI: 1 0. 1 0 2 1/ bi 0 0 0 2 7 a 0 0 7.  

9.  C h e n, Y., H u, D. H., V or p a g el, E. R., L u, H. P. Pr o bi n g si n gl e -m ol e c ul e T 4 l y s o z y m e 

c o nf or m ati o n al d y n a mi c s b y i ntr a m ol e c ul ar fl u or e s c e n c e e n er g y tr a n sf er . J o ur n al of 

P h y si c al C h e mi str y B , 2 0 0 3, 1 0 7 , 7 9 4 7-7 9 5 6. D OI: 1 0. 1 0 2 1/j p 0 2 2 4 0 6 z.  

1 0.  Yir d a w, R. B., M c H a o ur a b, H. S. Dir e ct o b s er v ati o n of T 4 l y s o z y m e hi n g e -b e n di n g 

m oti o n b y fl u or e s c e n c e c orr el ati o n s p e ctr o s c o p y . Bi o p h y si c al J o ur n al , 2 0 1 2, 1 0 3 , 

1 5 2 5 -1 5 3 6. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. b pj. 2 0 1 2. 0 7. 0 5 3.  

1 1.  V a n Gil st, M., H u d s o n, B. S. Hi sti di n e -tr y pt o p h a n i nt er a cti o n s i n T 4 l y s o z y m e: 

' a n o m al o u s' p H d e p e n d e n c e of fl u or e s c e n c e. Bi o p h y si c al C h e mi str y , 1 9 9 6, 6 3 , 1 7-2 5. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 3 0 1 -4 6 2 2( 9 6) 0 2 1 8 1 -3.  

1 2.  H u, D. H., L u, H. P. Pl a ci n g si n gl e -m ol e c ul e T 4 l y s o z y m e e n z y m e s o n a b a ct eri al c ell 

s urf a c e: t o w ar d pr o bi n g si n gl e -m ol e c ul e e n z y m ati c r e a cti o n i n li vi n g c ell s . Bi o p h y si c al 

J o ur n al , 2 0 0 4, 8 7 , 6 5 6-6 6 1. D OI: 1 0. 1 5 2 9/ bi o p h y sj. 1 0 4. 0 4 2 1 0 1.  
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1 3.  M att h e w s, B. W., R e mi n gt o n, S. J., Gr utt er, M. G., A n d er s o n, W. F. R el ati o n b et w e e n 

h e n -e g g w hit e  l y s o z y m e a n d b a ct eri o p h a g e-T 4 l y s o z y m e - e v ol uti o n ar y i m pli c ati o n s . 

J o ur n al of M ol e c ul ar Bi ol o g y , 1 9 8 1, 1 4 7 , 5 4 5-5 5 8. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 2 2 -

2 8 3 6( 8 1) 9 0 3 9 9 -5.  

1 4.  D e m c hi c k, P., K o c h, A. L. T h e p er m e a bilit y of t h e w all f a bri c of E s c h eri c hi a c oli a n d 

B a cill u s s u b tili s. J o ur n al of B a ct eri ol o g y , 1 9 9 6, 1 7 8 , 7 6 8-7 7 3. D OI: 

1 0. 1 1 2 8/j b. 1 7 8. 3. 7 6 8 -7 7 3. 1 9 9 6.  

1 5.  B o y er, P. D. T h e e n z y m e s. 3r d e d. 1 9 7 1: A c a d e mi c Pr e s s  

1 6.  K ur o ki, R., W e a v er, L. H., M att h e w s, B. W. A c o v al e nt e n z y m e -s u b str at e i nt e m e di at e 

wit h s a c c h ari d e di st o rti o n i n a m ut a nt T 4 l y s o z y m e. S ci e n c e , 1 9 9 3, 2 6 2 , 2 0 3 0-2 0 3 3. 

D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 8 2 6 6 0 9 8.  

1 7.  G ot o, N. K., S kr y n ni k o v, N. R., D a hl q ui st, F. W., K a y, L. E. W h at i s t h e a v er a g e 

c o nf or m ati o n of b a ct eri o p h a g e T 4 l y s o z y m e i n s ol uti o n ? A d o m ai n ori e nt ati o n st u d y 

u si n g di p ol ar c o u pli n g s m e a s ur e d b y s ol uti o n N M R . J o ur n al of M ol e c ul ar Bi ol o g y , 

2 0 0 1, 3 0 8 , 7 4 5-7 6 4. D OI: 1 0. 1 0 0 6/j m bi. 2 0 0 1. 4 6 1 4.  

1 8.  S a n a bri a, H., R o d ni n, D., H e m m e n, K., P e ul e n, T. O., F el e k y a n, S., Fl ei s s n er, M. R., 

et al. R e s ol vi n g d y n a mi c s a n d f u n ct i o n of tr a n si e nt st at e s i n si n gl e e n z y m e 

m ol e c ul e s . N at ur e C o m m u ni c ati o n s , 2 0 2 0, 1 1 . D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7-0 2 0 -1 4 8 8 6 -w.  

1 9.  M c H a o ur a b, H. S., O h, K. J., F a n g, C. J., H u b b ell, W. L. C o nf or m ati o n of T 4 l y s o z y m e 

i n s ol uti o n. Hi n g e-b e n di n g m oti o n a n d t h e s u b str a t e-i n d u c e d c o nf or m ati o n al tr a n siti o n 

st u di e d b y sit e -dir e ct e d s pi n l a b eli n g . Bi o c h e mi str y , 1 9 9 7, 3 6 , 3 0 7-3 1 6. D OI: 

1 0. 1 0 2 1/ bi 9 6 2 1 1 4 m.  

2 0.  Z h a n g, X. J., W o z ni a k, J. A., M att h e w s, B. W. Pr ot ei n fl e xi bilit y a n d a d a b pt a bilit y s e e n 

i n 2 5 cr y st al f or m s of T 4 l y so z y m e . J o ur n al of M ol e c ul ar Bi ol o g y , 1 9 9 5, 2 5 0 , 5 2 7-5 5 2. 

D OI: 1 0. 1 0 0 6/j m bi. 1 9 9 5. 0 3 9 6.  

2 1.  M a n s o or, S. E., M c H a o ur a b, H. S., F arr e n s, D. L. M a p pi n g pr o xi mit y wit hi n pr ot ei n s 

u si n g fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y. A st u d y of T 4 l y s o z y m e s h o wi n g t h at tr y pt o p h a n 

r e si d u e s q u e n c h bi m a n e fl u or e s c e n c e. Bi o c h e mi str y , 2 0 0 2, 4 1 , 2 4 7 5-2 4 8 4. D OI: 

1 0. 1 0 2 1/ bi 0 1 1 1 9 8i.  

2 2.  V a n Gil st, M., T a n g, C., R ot h, A., H u d s o n, B. S. Q u e n c hi n g i nt er a cti o n s a n d 

n o n e x p o n e nti al d e c a y: tr y pt o p h a n 1 3 8 of b a ct eri o p h a g e T 4 l y s o z y m e . J o ur n al of 

Fl u or e s c e n c e , 1 9 9 4, 4 , 2 0 3-2 0 7. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ B F 0 1 8 7 8 4 5 2.  

2 3.  L a k o wi c z, J. R., M ali w al, B. P., C h er e k, H., B alt er, A. R ot ati o n al fr e e d o m of 

tr y pt o p h a n r e si d u e s i n pr ot ei n s a n d p e pti d e s. Bi o c h e mi str y , 1 9 8 3, 2 2 , 1 7 4 1-1 7 5 2. 

D OI: 1 0. 1 0 2 1/ bi 0 0 2 7 7 a 0 0 1.  

2 4.  H arri s , D. L., H u d s o n, B. S. P h ot o p h y si c s of tr y pt o p h a n i n b a ct eri o p h a g e-T 4 

l y s o z y m e s. Bi o c h e mi str y , 1 9 9 0, 2 9 , 5 2 7 6-5 2 8 5. D OI: 1 0. 1 0 2 1/ bi 0 0 4 7 4 a 0 0 9.  
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2 5.  L uit z, M. P., B art h, A., Cr e v e n n a, A. H., B o m bli e s, R., L a m b, D. C., Z a c h ari a s, M. 

C o v al e nt d y e att a c h m e nt i nf l u e n c e s t h e d y n a mi c s a n d c o nf or m ati o n al pr o p erti e s of 

fl e xi bl e p e pti d e s. Pl o s O n e , 2 0 1 7, 1 2 . D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 1 7 7 1 3 9. 

2 6.  S h ar m a, A., E n d erl ei n, J., K u m b h a k ar, M. P h ot o n a nti b u n c hi n g r e v e al s st ati c a n d 

d y n a mi c q u e n c hi n g i nt er a cti o n of tr y pt o p h a n wit h Att o -6 5 5 . J o ur n al of P h y si c al 

C h e mi str y L ett er s , 2 0 1 7, 8 , 5 8 2 1-5 8 2 6. D OI: 1 0. 1 0 2 1/ a c s.j p cl ett. 7 b 0 2 4 3 0.  

2 7.  B er e zi n, M. Y., A c hil ef u, S. Fl u or e s c e n c e lif eti m e m e a s ur e m e nt s a n d bi ol o gi c al 

i m a gi n g. C h e mi c al R e vi e w s , 2 0 1 0, 1 1 0 , 2 6 4 1-2 6 8 4. D OI: 1 0. 1 0 2 1/ cr 9 0 0 3 4 3 z.  

2 8.  K n o wl e s, K. E., M ali c ki, M., W ei s s, E. A. D u al -ti m e s c al e p h ot oi n d u c e d el e ctr o n 

tr a n sf er fr o m P b S q u a nt u m d ot s t o a m ol e c ul ar a c c e pt or. J o ur n al of t h e A m eri c a n 

C h e mi c al S o ci et y , 2 0 1 2, 1 3 4 , 1 2 4 7 0-1 2 4 7 3. D OI: 1 0. 1 0 2 1/j a 3 0 6 0 2 2 2.  

2 9.  N ett el s, D., G o pi c h, I. V., H off m a n n, A., S c h ul er, B. Ultr af a st d y n a mi c s of pr ot ei n 

c oll a p s e fr o m si n gl e -m ol e c ul e p h ot o n st ati sti c s . Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y 

of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a , 2 0 0 7, 1 0 4 , 2 6 5 5-2 6 6 0. D OI: 

1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 6 1 1 0 9 3 1 0 4.  

3 0.  W öll, D. Fl u or e s c e n c e c orr el ati o n s p e ctr o s c o p y st u di e s of p ol y m er s y st e m s. 1 st e d. 

S pri n g er S eri e s o n Fl u or e s c e n c e. V ol. 1 6. 2 0 1 6: S pri n g er.  

3 1.  H a, T., Ti n n ef el d, P. P h ot o p h y si c s of fl u or e s c e nt pr o b e s f or si n gl e -m ol e c ul e 

bi o p h y si c s a n d s u p er -r e s ol uti o n i ma gi n g . A n n u al R e vi e w of P h y si c al C h e mi str y , 

2 0 1 2, 6 3 , 5 9 5-6 1 7. D OI: 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v -p h y s c h e m -0 3 2 2 1 0 -1 0 3 3 4 0.  

3 2.  St e p h a n , L., I nfl u e n c e of t h e pr ot ei n e n vir o n m e nt o n fl u or o p h or e pr o p erti e s, 

M ol e c ul ar P h y si c al C h e mi str y . 2 0 1 7, H H U: D u e s s el d orf. 

3 3.  Lli n a s, M., M ar q u s e e, S. S u b d o m ai n i nt er a cti o n s a s a d et er mi n a nt i n t h e f ol di n g a n d 

st a bilit y of T 4 l y s o z y m e . Pr ot ei n S ci e n c e , 1 9 9 8, 7 , 9 6-1 0 4. D OI: 

1 0. 1 0 0 2/ pr o. 5 5 6 0 0 7 0 1 1 0.  

3 4.  K a n e, J. F., H artl e y, D. L. F or m ati o n of r e c o m bi n a nt pr ot ei ni n cl u si o n -b o di e s i n 

E s c h eri a c oli . Tr e n d s i n Bi ot e c h n ol o g y , 1 9 8 8, 6 , 9 5-1 0 1. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ 0 1 6 7 -

7 7 9 9( 8 8) 9 0 0 6 5 -0.  

3 5.  Si n g h, A., U p a d h y a y, V., U p a d h y a y, A. K., Si n g h, S. M., P a n d a, A. K. Pr ot ei n 

r e c o v er y fr o m i n cl u si o n b o di e s of E s c h eri c hi a c oli u si n g mil d s ol u bili z ati o n pr o c e s s . 

Mi cr o bi al C ell F a ct ori e s , 2 0 1 5, 1 4 . D OI: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 9 3 4-0 1 5 -0 2 2 2 -8.  

3 6.  Y a n g, Z., Z h a n g, L. L., Z h a n g, Y., Z h a n g, T., F e n g, Y. Y., L u, X. X., et al. Hi g hl y 

effi ci e nt pr o d u cti o n of s ol u bl e pr ot ei n s fr o m i n s ol u bl e i n cl u si o n b o di e s b y a t w o -st e p -

d e n at uri n g  a n d  r ef ol di n g  m et h o d . Pl o s  O n e ,  2 0 1 1, 6 .  D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 2 2 9 8 1.  
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3 7.  K at o, H., F e n g, H. Q., B ai, Y. W. T h e f ol di n g p at h w a y of T 4 l y s o z y m e: t h e hi g h -

r e s ol uti o n str u ct ur e a n d f ol di n g of a hi d d e n i nt er m e di at e. J o ur n al of M ol e c ul ar 

Bi ol o g y , 2 0 0 7, 3 6 5 , 8 7 0 -8 8 0. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.j m b. 2 0 0 6. 1 0. 0 4 7.  

3 8.  T h o m a s, J. G., B a n e y x, F. Pr ot ei n mi sf ol di n g a n d i n cl u si o n b o d y f or m ati o n i n 

r e c o m bi n a nt E s c h eri c hi a c oli c ell s o v er e x pr e s si n g h e at-s h o c k pr ot ei n s . J o ur n al of 

Bi ol o gi c al C h e mi str y , 1 9 9 6, 2 7 1 , 1 1 1 4 1-1 1 1 4 7. D OI: 1 0. 1 0 7 4/j b c. 2 7 1. 1 9. 1 1 1 4 1.  

3 9.  T o k m a k o v, A. A., K ur ot a ni, A., T a k a gi, T., T o y a m a, M., S hir o u z u, M., F u k a mi, Y., et 

al. M ulti pl e p o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s aff e ct h et er ol o g o u s pr ot ei n s y nt h e si s. 

J o ur n al  of  Bi ol o gi c al  C h e mi str y ,  2 0 1 2, 2 8 7 ,  2 7 1 0 6-2 7 1 1 6. D OI: 

1 0. 1 0 7 4/j b c. M 1 1 2. 3 6 6 3 5 1.  

4 0.  T h or s e n, T. S., M att, R., W ei s, W. I., K o bil k a, B. K. M o difi e d T 4 l y s o z y m e f u si o n 

pr ot ei n s f a cilit at e G pr ot ei n -c o u pl e d r e c e pt or cr y st all o g e n e si s . Str u ct ur e , 2 0 1 4, 2 2 , 

1 6 5 7 -1 6 6 4. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. str. 2 0 1 4. 0 8. 0 2 2.  

4 1.  C h o n g, S. H., I m, H., H a m, S. E x pli cit c h ar a ct eri z ati o n of t h e fr e e e n er g y l a n d s c a p e of 

p KI D -KI X c o u pl e d f ol di n g a n d bi n di n g . A C S C e ntr al S ci e n c e , 2 0 1 9, 5 , 1 3 4 2-1 3 5 1. 

D OI: 1 0. 1 0 2 1/ a c s c e nt s ci. 9 b 0 0 2 0 0.  

4 2.  B oll e n, Y. J. M., K a m p h ui s, M. B., v a n Mi erl o, C. P. M. T h e  f ol di n g e n er g y l a n d s c a p e 

of a p ofl a v o d o xi n i s r u g g e d: h y dr o g e n e x c h a n g e r e v e al s n o n pr o d u cti v e mi sf ol d e d 

i nt er m e di at e s. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s 

of A m eri c a , 2 0 0 6, 1 0 3 , 4 0 9 5-4 1 0 0. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 5 0 9 1 3 3 1 0 3.  

4 3.  W alt er s, J., Mil a m, S. L., Cl ar k, A. C. Pr a cti c al a p pr o a c h e s t o pr ot ei n f ol di n g a n d 

a s s e m bl y: s p e ctr o s c o pi c st ati sti c s i n t h er m o d y n a mi c s a n d ki n eti c s . M et h o d s i n 

E n z y m ol o g y , 2 0 0 9, 4 5 5 , 1-3 9. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 7 6 -6 8 7 9( 0 8) 0 4 2 0 1 -8.  

4 4.  V all ej o, L. F., Ri n a s, U.  Str at e gi e s f or t h e r e c o v er y of a cti v e pr ot ei n s t hr o u g h r ef ol di n g 

of b a ct eri al i n cl u si o n b o d y pr ot ei n s . Mi cr o bi al C ell F a ct ori e s , 2 0 0 4, 3 . D OI: 

1 0. 1 1 8 6/ 1 4 7 5 -2 8 5 9 -3 -1 1.  

4 5.  F er s ht, A. R., D a g g ett, V. Pr ot ei n f ol di n g a n d u nf ol di n g at at o mi c r e s ol uti o n . C ell , 

2 0 0 2, 1 0 8 , 5 7 3-5 8 2. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 9 2 -8 6 7 4( 0 2) 0 0 6 2 0 -7.  

4 6.  Al b er, T., B ell, J. A., D a o pi n, S., Ni c h ol s o n, H., W o z ni a k, J. A., C o o k, S., et al. 

R e pl a c e m e nt s of Pr o 8 6 i n p h a g e -T 4 l y s o z y m e e xt e n d a n al p h a -h eli x b ut d o n ot alt er 

pr ot ei n st a bilit y . S ci e n c e , 19 8 8, 2 3 9 , 6 3 1-6 3 5 . D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 3 2 7 7 2 7 5. 
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C h a pt e r 1 s u p pl e m e nt  

D A T A FI N D E R  

A)  F C S d at a a n d fit s ar e a v ail a bl e at:  
:\U s er \K o c h J \T h e si s \T 4 L st or y \F C S a n d fit s  

 

B)  T e xt a n d i m a g e s u s e d i n t hi s w or k ar e a v ail a bl e at:  
:\U s er \K o c h J \T h e si s \T 4 L st or y  

 

C)  Ori gi n al d at a u s e d f or t hi s w or k a v ail a bl e at:  
:\F C S \2 0 2 1 -1 \F e br u ar y \T 4 L _ A L, K O  

 

C h a pt e r 1 -T a bl e s u p pl e m e nt 1  

Fit 2 4 ( 1 -B T), fi x e d p ar a m et er i n it ali c 

  F L  

S p e ci e s  A 4 8 8  P 8 6 C  R 1 1 9 C  D 1 2 7 C  N 1 3 2 C  I 1 5 0 C 

 c hi²:  0. 8 0 9 6 8 2 5 8  2. 4 5 5 1 8 8 5 3  2. 3 2 5 7 1 4 5 2  1. 3 7 3 7 5 4 4 6  2. 6 3 8 0 1 6 2 7  2. 1 8 6 1 4 2 0 6  

   b 0:  0. 9 9 9 9 1 2 7 9  1. 0 0 0 2 6 7 6 9  1. 0 0 0 1 7 2 5 8  0. 9 9 9 6 6 2 6 6  1. 0 0 0 6 4 6 0 1  1. 0 0 0 5 7 1 2  

   b 1:  6. 0 5 5 5 4 8 2 2  2. 1 3 1 2 9 4 1 8  2. 4 9 4 5 2 6 8  2. 3 4 8 2 7 0 8 9  1. 6 5 8 2 0 3 3 6  1. 4 8 0 4 4 0 9 1  

   b 2:  0. 2 3 4 9 0 1 5 5  0. 8 0 2 0 3 9 7 9  0. 6 8 3 1 0 7 9 1  0. 7 4 1 7 4 3 2 3  0. 7 2 5 1 8 6 8 9  0. 7 0 9 7 7 4 2 9  

   b 3:  3. 6 9 0 9 0 7 3 6  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  

   b 4:  0. 1 4 4 9 5 9 4  0. 1 5 0 3 4 6 8  0. 1 3 9 6 8 2 3 8  0. 0 6 2 7 5 0 9 3  0. 2 6 6 0 1 2 3 9  0. 1 6 2 1 8 2 5 4  

   b 5:  0. 0 0 4 3 4 0 7 8  0. 0 0 4 4 7 6 9 3  0. 0 0 1 9 7 7 9 5  0. 0 0 1 0 2 8 1 2  0. 0 0 1 0 5 9 2 1  0. 0 0 1 6 7 5 1 5  

  
C T  

S p e ci e s  - P 8 6 C  R 1 1 9 C  D 1 2 7 C  N 1 3 2 C  I 1 5 0 C 

 c hi²:  - 2. 6 6 4 8 5 7 0 5  3. 5 9 2 2 8 0 9 8  1. 6 0 8 5 2 3 8 7  3. 4 4 4 5 4 5 0 3  3. 0 0 4 7 1 1 4 4  

   b 0:  - 1. 0 0 3 3 9 8 9 7  1. 0 0 1 1 9 3 8 6  1. 0 0 5 0 4 6 4 8  1. 0 0 2 9 3 4 8 3  1. 0 0 0 6 7 1 0 6  

   b 1:  - 3. 5 2 2 1 3 7 8 1  1. 5 8 7 9 9 4 5  1. 1 1 3 2 2 5 7 1  1. 4 0 0 5 9 0 8 4  1. 8 9 4 8 5 1 5 4  

   b 2:  - 0. 5 1 2 9 5 2 6  0. 4 9 4 7 2 5 1 1  0. 4 6 8 3 2 0 9 5  0. 4 6 1 5 5 2 1 2  0. 3 5 9 3 8 8 2 3  

   b 3:  - 3. 6 9  3. 6 9  3. 6 7  3. 6 7  3. 4 5  

   b 4:  - 0. 1 3 6 1 1 9 9 4  0. 1 3 8 3 0 1 6 2  0. 0 6 9 2 7 6 5  0. 2 3 9 9 4 6 8 1  0. 1 6 4 9 7 6 9 3  

   b 5:  - 0. 0 0 4 6 1 2 8 5  0. 0 0 1 2 3 2 1 7  0. 0 0 0 9 8 7 1 5  0. 0 0 0 7 8 7 1 3  0. 0 0 4 2 1 0 8 7  
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C h a pt e r 1 -T a bl e s u p p l e m e nt 2  

Fit 2 6 ( 2 -B T), fi x e d p ar a m et er i n it ali c 

  
F L  

S p e ci e s  A 4 8 8  P 8 6 C  R 1 1 9 C  D 1 2 7 C  N 1 3 2 C  I 1 5 0 C 

 c hi²:  0. 7 6 8 5 0 7 1 9  2. 4 7 6 7 8 9 1 5  1. 0 5 6 9 8 5 3 3  1. 2 4 4 7 2 5 2 1  1. 6 9 1 9 5 9 6 1  1. 1 3 3 8 3 3 7 2  

   b 0:  0. 9 9 9 9 0 4 8 6  1. 0 0 0 2 6 6 1 5  1. 0 0 0 0 9 9 2 9  0. 9 9 9 6 4 5 9 5  1. 0 0 0 5 7 2 4 8  1. 0 0 0 4 3 4 2 4  

   b 1:  6. 0 5 6 9 0 4  2. 1 2 7 3 1 1 7 9  2. 4 0 8 5 0 1 7 2  2. 1 8 7 8 9 1 1 2  1. 5 7 9 9 6 8 0 2  1. 4 4 6 9 2 8 0 8  

   b 2:  0. 2 4 9 8 1 1 6 7  0. 8 0 2 2 6 2 8 7  0. 6 9 0 3 4 7 4  0. 7 4 3 3 2 7 1 9  0. 7 3 0 9 9 7 5 7  0. 7 1 8 2 3 3 5  

   b 3:  3. 6 3 6 3 6 4  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  

   b 4:  0. 1 4 6 6 9 9 6 6  0. 1 4 9 7 9 1 1 2  0. 0 8 1 3 4 6 5 1  0. 0 4 4 9 2 9 7 6  0. 1 7 2 4 6 6 9 1  0. 0 7 4 2 7 6 0 6  

   b 5:  0. 0 0 4 4 3 8 6 4  0. 0 0 4 4 9 4 2 9  0. 0 0 4 2 7 5 4 1  0. 0 0 1 6 1 4 2 3  0. 0 0 1 7 2 7 6 8  0. 0 0 4 4 7 7 7 3  

   b 6:  0. 0 4 4 8 3 3 6 3  0. 0 0 2 2 0 6 0 8  0. 0 9 1 0 7 8 2 4  0. 0 8 2 4 9 6 2 5  0. 1 3 0 1 8 4 1 8  0. 1 1 0 3 8 8 6 6  

   b 7:  0. 3 0 0 8 0 5 4 8  0. 0 0 0 2 0 8 9 2  0. 0 0 0 3 4 1 3 6  3. 3 5 5 8 E -0 5  0. 0 0 0 1 9 4 6  0. 0 0 0 5 5 7  

  
C T  

S p e ci e s  - P 8 6 C  R 1 1 9 C  D 1 2 7 C  N 1 3 2 C  I 1 5 0 C 

 c hi²:  - 2. 6 8 3 4 9 4 5 4  0. 9 2 2 6 5 5 4 2  0. 8 0 6 5 5 1  0. 8 9 4 3 7 2 3 9  1. 4 1 3 6 5 9 0 1  

   b 0:  - 1. 0 0 3 4 0 1 8  1. 0 0 1 0 0 9 9 2  1. 0 0 4 8 9 7 2 4  1. 0 0 2 7 8 1 2 1  1. 0 0 0 3 1 5 2 7  

   b 1:  - 3. 5 2 4 8 5 1 0 1  1. 4 7 8 2 2 4 3 7  1. 0 8 5 6 7 1 4 9  1. 3 6 4 7 1 2 3 8  1. 8 8 2 5 8 3 2 1  

   b 2:  - 0. 5 1 3 0 8 8 7 2  0. 5 0 0 9 4 3 8  0. 4 7 0 9 9 3 1  0. 4 6 6 5 9 1 5 5  0. 3 7 7 1 8 9 7 6  

   b 3:  - 3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 4 5  

   b 4:  - 0. 1 3 4 7 2 9 7 9  0. 0 6 7 5 6 9 5 1  0. 0 3 2 3 2 5 1  0. 0 8 5 6 0 0 3 2  0. 1 5 0 4 2 6 2  

   b 5:  - 0. 0 0 4 6 9 5 6 4  0. 0 0 3 8 1 2 1 8  0. 0 0 3 4 9 7 2 6  0. 0 0 2 3 8 2 0 5  0. 0 0 3 1 4 6 1 5  

   b 6:  - 0. 0 0 0 8 2 4 6 5  0. 1 3 3 9 6 9 5 7  0. 0 6 2 1 0 1 9 5  0. 1 7 7 0 3 5 4 1  0. 0 3 9 5 1 9 9 5  

   b 7:  - 0. 0 0 0 5 7 9 3 1  0. 0 0 0 1 9 0 4  0. 0 0 0 1 8 6 5 6  0. 0 0 0 3 5 1 6 3  0. 0 4 8 0 8 7 5 5  
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C h a pt e r 1 -T a bl e s u p p l e m e nt 3 

Fit 2 8 ( 3 -B T), fi x e d p ar a m et er i n it ali c 

  F L  

S p e ci e s  A 4 8 8  P 8 6 C  R 1 1 9 C  D 1 2 7 C  N 1 3 2 C  I 1 5 0 C 

 c hi²:  0. 7 3 5 7 0 7 7 1  2. 5 1 1 9 6 0 2 6  1. 0 6 4 2 9 9 8 4  1. 2 8 0 4 5 4 9  1. 8 2 7 7 8 0 3 9  1. 1 3 7 8 8 6 7 7  

   b 0:  0. 9 9 9 8 8 1 6 4  1. 0 0 0 1 4 8 2 9  1. 0 0 0 0 7 8 2 3  0. 9 9 9 6 8 6 6 6  1. 0 0 0 5 9 7 0 3  1. 0 0 0 4 2 6 2  

   b 1:  6. 0 5 5 9 0 1 6 8  2. 1 2 2 2 1 1 5 9  2. 4 0 8 4 8 6 4 9  2. 2 5 7 6 3 4 1 9  1. 5 4 1 3 6 3 1 1  1. 4 4 7 1 2 2 6  

   b 2:  0. 2 9 9 4 6 0 0 7  0. 8 0 1 2 1 1 4 5  0. 6 9 4 2 1 2 9 9  0. 7 4 2 1 4 1 7 1  0. 7 2 8 4 2 2 4 6  0. 7 1 8 6 6 5 9 7  

   b 3:  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  

   b 4:  0. 1 4 6 7 3 8 6 3  0. 1 5 0 5 6 1 8 2  0. 0 8 1 0 6 5 7 2  0. 0 3 1 3 8 0 6 8  0. 1 9 8 1 3 1 5  0. 0 7 6 1 8 5 5 5  

   b 5:  0. 0 0 4 4 2 0 2  0. 0 0 4 4 2 1 3  0. 0 0 4 2 3 1 5 3  0. 0 0 2 5 5 2 8 5  0. 0 0 1 4 5 0 4 5  0. 0 0 4 5  

   b 6:  0. 0 6 7 1 4 2 0 7  0. 0 0 2 8 9 1 8 1  0. 0 9 0 9 7 6 3 6  0. 0 6 8 1 2 9 2 8  0. 1 2 1 0 9 7 5  0. 1 0 8 5 8 5 4 9  

   b 7:  0. 1 2 7 3 6 7 4 7  0. 0 0 0 1 3 7 1 6  0. 0 0 0 3 4 1 9 6  9. 5 0 1 8 E -0 5  9. 4 7 2 6 E -0 5  0. 0 0 0 5 4 1 4 7  

   b 8:  0. 1 2 7 0 4 3 3 4  1. 8 E -0 8  0. 0 0 3 1 4 6 2 5  5. 0 5 3 8 E -0 5  0. 0 0 0 6 2 8 2 6  4. 7 6 0 1 E -0 5  

   b 9:  0. 6 4 0 1 1 3 7 7  0. 2 6  0. 2 6  0. 2 6  0. 2 6  0. 2 6  

  
C T  

S p e ci e s  - P 8 6 C  R 1 1 9 C  D 1 2 7 C  N 1 3 2 C  I 1 5 0 C 

 c hi²:  - 2. 7 2 4 5 3 4 9 2  0. 9 4 5 4 3 7 2 1  0. 8 3 3 8 8 0 1 3  0. 9 1 9 3 5 8 6 6  0. 9 4 9 5 9 7 2 2  

   b 0:  - 1. 0 0 3 3 9 7 5  1. 0 0 1 0 1 5 0 6  1. 0 0 4 8 8 2 9 5  1. 0 0 2 7 3 6 3 2  1. 0 0 0 0 8 6 4  

   b 1:  - 3. 5 1 4 8 6 1 7 1  1. 4 7 7 0 7 4 1 9  1. 0 7 5 2 9 8 0 3  1. 3 6 3 1 4 7 5 5  1. 7 5 5 6 8 9 5 5  

   b 2:  - 0. 5 1 2 9 6 5 3 6  0. 5 0 0 7 1 5 7 4  0. 4 7 2 0 2 2 3 2  0. 4 7 1 0 1 9 5 3  0. 4 2 4 1 6 9 4  

   b 3:  - 3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 6 9  3. 4 5  

   b 4:  - 0. 1 3 2 0 7 9 8 7  0. 0 6 9 3 6 5 6 2  0. 0 3 4 8 3 2 4 7  0. 0 8 9 0 8 3 3 8  0. 1 3 5 5 3 5 3 3  

   b 5:  - 0. 0 0 4 7 8 6 7 6  0. 0 0 3 6 3 5 9 6  0. 0 0 3 1 2 2 8 3  0. 0 0 2 2 7  0. 0 0 4 9 5 0 2 5  

   b 6:  - 0. 0 0 6 0 7 3 2 1  0. 1 3 2 6 5 7 7 3  0. 0 6 8 0 2 5 4 5  0. 1 7 4 0 1 0 3 1  0. 0 8 9 4 2 9 6 4  

   b 7:  - 0. 0 0 0 7 0 3 6 3  0. 0 0 0 1 8 3 9 7  0. 0 0 0 1 3 5 9 1  0. 0 0 0 3 3 9 1 1  8. 8 6 5 2 E -0 5  

   b 8:  - 0. 0 0 0 3 7 1 9 2  6. 7 6 5 E -0 6  0. 0 0 1 7 3 5 9  0. 0 0 5 1 5 3 4 8  0. 0 8 9 2 2 6 7 8  

   b 9:  - 0. 2 6  0. 2 6  0. 2 6  0. 2 6  0. 2 6  
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C h a pt e r 1 -T a bl e s u p p l e m e nt 4 

Fit 3 3 a n d 3 4 ( 1 -B T/ 2 -diff) ( 2 -B T/ 2 -diff), fi x e d p ar a m et er i n it ali c 

 
Fit 3 3  Fit 3 3  Fit 3 4  

S p e ci e s  A 4 8 8  C T I 1 5 0 C  C T I 1 5 0 C  

 c hi²:  0. 7 1 8 4 9 4 2 4  1. 2 0 5 3 3 6 1 6  0. 9 6 2 0 3 9 0 4  

   b 0:  0. 9 9 9 9 1 0 0 4  1. 0 0 0 0 6 2 4 9  1. 0 0 0 3 3 3 4 8  

   b 1:  6. 0 5 6 6 1 0 5 3  1. 8 8 6 2 5 3 6  2. 2 6 0 4 9 9 7 6  

   b 2:  0. 2 4 8 9 2 8 3 9  0. 2 6  0. 2 6  

   b 3:  1. 8 9 8 8 3 0 6 6  3. 4 5  3. 4 5  

   b 4:  0. 2 3 9 0 8 2 4 8  0. 5 7 4 4 9 8 7 3  0. 4 5  

   b 5:  4. 8 7 5 9 7 4 6 2  3. 4 5  3. 4 5  

   b 6:  0. 2 9 6 7 1 9 9 3  0. 6 2 7 1 9 2 5 1  0. 5 7 4 8 2 1 7 7  

   b 7:  0. 1 4 6 1 2 2 9 3  0. 1 5 7 6 1 3 3 6  0. 1 7 0 5 5 0 9 2  

   b 8:  0. 0 0 4 4 1 0 9 2  0. 0 0 3 5 8 1 1  0. 0 0 5  

   b 9:  - - 0. 1 1 7 9 7 7 4 8  

   b 1 0:      - - 8. 8 0 0 0 E -0 5  
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C h a pt er 2: A d v a n c e d fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y a n d st o p p e d -fl o w 

f or m a p erf e ct c o u pl e t o el u ci d at e di m er a s s o ci ati o n d y n a mi c s a n d 

d o m ai n m o v e m e nt s  of t h e h u m a n  g u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n h G B P 1  

C h a pt e r di g e st  

Ai m s  M et h o d s  O ut c o m e  

F oll o w  d o m ai n r e -arr a n g e m e nt 

of di m eri z i n g h G B P 1 o n a 

milli s e c o n d ti m e s c al e  aft er 

a d diti o n of G T P γ S.  

E n s e m bl e F R E T 

m e a s ur e m e nt s o n a 

st o p p e d -fl o w c o u pl e d 

T C S P C.  

Str u ct ur al m o v e m e nt: 

Id e ntifi c ati o n of t h e  tr a n siti o n al 

ti m e s c al e fr o m m o n o m er  i nt o 

c o n s e c uti v e di m er  c o nf or m ati o n . 

C o ntri b uti o n s  

T C S P C / S F m e a s ur e m e nt s: J uli a n K o c h, T h o m a s P e ul e n . D at a a n al y si s /fitti n g: J uli a n K o c h,  

Ol e g O p a n a s y u k , J uli a n F ol z . M at h e m ati c al m o d el s: Ol e g O p a n a s y u k . T C P S C / S F s et u p 

i m pl e m e nt ati o n a n d t e sti n g: J a n -H e n dri k B u d d e . h G B P 1 e x pr e s si o n a n d l a b eli n g: T h o m a s 

P e ul e n, C ar ol a H e n g st e n b er g . Pr oj e ct s u p er vi si o n: C hri sti a n H err m a n n, Cl a u s A . M. S ei d el 

A b str a ct  

H u m a n g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n 1 ( h G B P 1), a m e m b er of t h e d y n a mi n -s u p erf a mil y of l ar g e 

G T P a s e s , c a n s elf -a s s o ci at e u p t o hi g h er or d er oli g o m er s i n a n u cl e oti d e d e p e n d e nt m a n n er, 

e v e n f or mi n g ri n g -li k e a n d t u b ul ar str u ct ur e s. T h er ef or e , h G B P 1 i s a pri m e e x a m pl e t o st u d y 

t h e r el e v a n c e of str u ct ur al d y n a mi c s a s a pr er e q ui sit e f or t h e s elf -a s s o ci ati o n of pr ot ei n s . T o 

f oll o w t h e r e arr a n g e m e nt of h G B P 1 wit hi n mi cr o s e c o n d s t o s e c o n d s  aft er  di m eri z ati o n , w e 

c o m bi n e d a ti m e -c orr el at e d si n gl e p h ot o n c o u nti n g ( T C S P C) d e vi c e f or i nt er - a n d 

i ntr a m ol e c ul ar F ör st er r e s o n a n c e e n er g y tr a n sf er ( F R E T) e x p eri m e nt s wit h a st o p p e d-fl o w 

( S F) s et u p, u si n g  a n et w or k of  F R E T -p air s  b et w e e n t h e diff er e nt d o m ai n s  of h G B P 1. W e 

f oll o w e d F R E T o b s er v a bl es  o v er ti m e d uri n g t h e m e a s ur e m e nt , dir e ctl y li n k i n g t h eir c h a n g e 

o v er ti m e  t o d o m ai n m o v e m e nt s a n d e xtr a cti n g r at e c o n st a nt s . U n d er t h e gi v e n  e x p eri m e nt al  

c o n diti o n s , t h e r e s ult s o bt ai n e d wit h o ur b e st fit  i n di c at e t hr e e m aj or tr a n siti o n s, st arti n g wit h 

a f a st a s s o ci a ti o n of t w o h G B P 1-m o n o m er s i nt o a n i niti al , ‘fl e xi bl e’ di m er wit hi n a ti m e -

wi n d o w of a p pr o x.  t0 + 3 6 0 m s . N e xt,  aft er a p pr o x. t 0 + 8 3 0 m s,  t h e h G B P 1  di m er u n d er g o e s 

i nt er m ol e c ul ar r e-arr a n g e m e nt of t h e C -t er mi n al h eli x  α 1 2 a n d α 1 3 i nt o a ‘bri d g e d ’ di m er . 

Fi n all y, w e o b s er v e a  sl o w (t 0 + 6 -8 s)  i n cr e a s e i n di st a n c e b et w e e n all i ntr a-F R E T p air s a n d a 

cl o si n g -i n of t h e i nt er -F R E T p air 3 4 4 D  + 4 8 1 A, w hi c h i s b e st e x pl ai n e d b y str et c hi n g o ut h eli x  

α 1 2 a n d α 1 3 i nt o a n ‘ el o n g at e d di m er’. O ur fi n di n g s pr o v e t h e f e a si bilit y of t h e m et h o d a n d 

yi el d v al u a bl e i nf or m ati o n o n  u n d er st a n di n g  t h e tr a n siti o n al c o or di n at e of h G B P 1. 
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1 . I ntr o d u cti o n

T h e h u m a n g u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n h G B P 1 i s  a n  i nt erf er o n-g a m m a  i n d u c e d l ar g e G T P a s e

a n d p art of t h e i m m u n e r e s p o n s e t o i ntr a c ell ul a r p ar a sit e s [ 1]. h G B P 1 c a n  di m eri z e a n d

s u b s e q u e ntl y oli g o m eri z e t o s u st ai n c ell ul ar tr affi c ki n g [ 3] a n d  t h u s a c hi e v e it s a nti -p ar a siti c

f u n cti o n alit y [ 4]. T h e di m er c o nf or m ati o n n e e d e d f or f or m ati o n of a hi g h er m ulti m er i s i niti at e d

b y G T P -d e p e n d e nt  e n g a g e m e nt of t h e L G ( L ar g e G T P a s e) d o m ai n s  of t w o h G B P 1

m ol e c ul e s  (Fi g. 1 A , bl u e) [ 5], w hi c h arr a n g e i n a h e a d -t o-h e a d c o nf or m ati o n [ 6]. T h e di m er i s

n o w a bl e t o a s s u m e m ulti pl e c o nf or m ati o n s w h er e t h e α 1 2 -h eli c e s (Fi g. 1 A , gr e e n) a n d t h e

C -t er mi n al α 1 3 -h eli c e s ( Fi g. 1 A , y ell o w) ar e arr a n g e d i n diff er e nt p o siti o n s ar o u n d t h e c or e

L G a n d mi d dl e d o m ai n  [ 9], a m ulti-st at e w e  t er m e d ‘fl e xi bl e di m er’. T h e s e i nt er n al r e -

arr a n g e m e nt s h a p p e n i n a mi cr o s e c o n d r e gi m e, m a ki n g t h e m  f a st er t h a n t h e s u b s e q u e nt

d o m ai n m o v e m e nt s  b y or d er s of m a g nit u d e . Fr o m t h e s e i niti al f a st-tr a n siti o ni n g fl e xi bl e di m er

c o nf or m ati o n s , th e α 1 3 -h eli c e s [ 7] c a n l o c k o nt o e a c h ot h er, p ulli n g  t h e α 1 2 -h eli c e s  sli g htl y

a w a y fr o m t h e L G/ mi d dl e i nt o a pl a n ar arr a n g e m e nt  [7, 8 ] t er m e d ‘ bri d g e d di m er’. Th e L G -

d o m ai n  m ai nt ai n s p er m a n e nt  c o nt a ct  d uri n g t h e s e r e arr a n g e m e nt s . T h e bri d g e d di m er

r e pr e s e nt s t h e m aj or s p e ci e s fr a cti o n  of di m er s i n a n e q uili bri u m  [ 1 0] b ef or e tr a n siti o ni n g i nt o

el o n g at e d c o nf or m ati o n a n d s u b s e q u e nt  f or m ati o n of oli g o m er s h a p p e n s u n d er c ert ai n

c o n diti o n s . T h e (s e mi -)el o n g at e d di m er  e m er gi n g fr o m t h e bri d g e d di m er  i s str u ct ur all y

el u si v e . Str u ct ur e s b ei n g h alf -ki n k e d at t h e hi n g e ar o u n d p o s . 4 8 0  or a f ull y str et c h e d -o ut

f or m h a v e b e e n i m pli e d  [ 2 0, 2 4]. B et w e e n  t h e bri d g e d di m er a n d t h e c o n s e c uti v e

(s e mi -)el o n g at e d di m er  s e e m s t o b e a  cl e ar  p o s si bilit y f or a tr a n siti o n st at e  or tr a n siti o n

e n s e m bl e . H er e , t h e α 1 2 -h eli c e s w o ul d li k el y b e  i n a sli g htl y o p e n  or hi n gi n g  m o v e,

i n cr e a si n g s p ati al di st a n c e i n re s p e ct  t o e a c h ot h er a n d t o t h e mi d dl e d o m ai n. T h e  st at e

c o ul d al s o  r e pr e s e nt a f urt h er a d v a n c e d v ari ati o n of  t h e bri d g e d di m er wit h  l o c k e d α 1 3 -

h eli c e s  a n d t h e α 1 2 -h eli c e s  b ei n g sli g htl y d e c o u pl e d [ 7] . N at ur all y, F R E T -p air s u s e d i n o ur

e x p eri m e nt s w er e s el e ct e d e x pli citl y t o s h o w a c h a n g e i n F R E T effi ci e n c y  w hil e tr a n siti o ni n g

b et w e e n t h e s e st at e s . E s p e ci all y t h e r e si d u e s p o s. 5 2 5 a n d p o s. 5 4 0 i n r el ati o n t o t h e ot h er s

w a s  of m aj or i nt er e st  si n c e t h e y b e st r e n d er t h e o p e ni n g of t h e α 1 2 -h eli c e s  a w a y fr o m t h e

L G/ mi d dl e  d o m ai n s .

T h e el a b or at e pl a c e m e nt of fl u or e s c e nt d y e s at l a b eli n g sit e s i nt o a F R E T -n et w or k h a s b e e n 

wi d el y utili z e d f or el u ci d ati o n of m or e s o p hi sti c at e d pr ot ei n str u ct ur e s [ 1 1] a n d e v e n m or e s o 

f or d y n a mi c m o v e m e nt s [ 1 2], a s it i s e x ert e d wit h h G B P 1 i n t hi s w or k.  T h e c o nf or m ati o n  a n d 

d y n a mi c s  at t h e st e a d y st at e m o n o m er a n d t h e e n d p oi nt di m er  of  u nf ar n e s yl at e d  h G B P 1 w a s 

alr e a d y  c o m pr e h e n si bl y r e s ol v e d wit h F R E T m e a s ur e m e nt s [ 9], ulti m at el y g ai ni n g a 

t o p ol o gi c al m a p of t h e diff er e nt c o nf or m ati o n s  p o s si bl e , p utti n g a fr a m e a r o u n d t h e st art a n d  

t h e e n d of t h e tr a n siti o n c o or di n at e. Si n c e t h e tr a n siti o n ti m e s b et w e e n t h e m o n o m eri c st at e 

a n d t h e e n d p oi nt di m er w h er e u n a s s e s s e d , w e ai me d t o r e s ol v e t h e d o m ai n r e arr a n g e m e nt 
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a n d tr a n siti o n s t at e s o n o ur  m a cr o -ti m e s c al e, s et wit hi n  a  milli s e c o n d  ti m e r a n g e. Alt h o u g h it 

i s c ert ai nl y p o s si bl e t o c at c h tr a n si e nt st at e s d o w n t o a mi cr o s e c o n d ti m e s c al e [ 1 3, 1 4] a n d 

h e n c e  e xtr a ct e q uili bri u m c o n st a nt s [ 1 5] wit h si n gl e m ol e c ul e F R E T m e a s ur e m e nt s, t h e  

pr o p o s e d tr a n si e nt c o nf or m ati o n al st at e s of h G B P 1 ar e n ot e a sil y eli gi bl e f or t h e cl a s si c al 

si n gl e m ol e c ul e a p pr o a c h e s. T hi s li mit ati o n i s  m ai nl y d u e t o t h e n e c e s sit y of  a d di n g  a n 

a d diti o n al s u b str at e ( G T P or a n al o g u e s)  i n or d er t o tri g g er di m eri z ati o n [ 7]. Th e f a st 

di m eri z ati o n r e a cti o n c o or di n at e [ 1 6] m a k e s it i m p o s si bl e t o mi x a n d st art t h e e x p eri m e nt b y 

h a n d a n d still d et e ct tr a n si e nt st at e s b ef or e t h e s y st e m e nt er s a n ‘l at e’ e q uili bri u m, or 

r e s p e cti v el y a n e n d p oi nt st at e aft er a f e w s e c o n d s. T h er ef or e , t h e c o m bi n ati o n of a d et e ct or 

u nit f or T C S P C, m e a s uri n g e n s e m bl e F R E T ( e F R E T), wit h a st o p p e d -fl o w d e vi c e (Fi g. 1 B ) 

e n a bl e s u s t o o bt ai n t h e fl u or e s c e n c e d e c a y p oi nt s q ui c kl y aft er mi xi n g h G B P 1 wit h a G T P -

a n al o g u e , G T Pγ S . W h e n u si n g e T C S P C  t o f oll o w d o m ai n m o v e m e nt s, a c h a n g e i n t h e 

r el ati v e di st a n c e of a F R E T-p air i n t h e s a m pl e d u e t o i nt er n al d y n a mi c s  will alt er  t h e e n er g y-

tr a n sf er r at e k F R E T  ( s e e 6 . M et h o d s) [ 1 7]. C o n s e q u e nti all y , t h e fl u or e s c e n c e d e c a ys  a n d t h e 

r e s ulti n g F R E T p h ot o n s d e t e ct e d wit hi n  t h e T C S P C ‘mi cr oti m e ’ ( n a n o s e c o nd s r e gi m e) will 

c h a n g e o v er t h e d ur ati o n of t h e w h ol e m e a s ur e m e nt , t h e ‘m a cr oti m e ’ (hi g h 

milli s e c o n d s/ s e c o n d s r e gi m e) . Wit h t h at t y p e of d at a, it i s p o s si bl e t o fit t h e si g n al fl u ct u ati o n 

o v er t h e w h ol e m a cr oti m e t o d eri v e ti m e c o n st a nt s  ( Fi g. 1 C) a n d / or a n a nl y z e  t h e i n di vi d u al 

mi cr oti m e -d e c a y s.  T h e ki n eti c 2 A B ( B)C m o d el s  u s e d  f or m a cr oti m e fitti n g ar e  b a s e d o n a n 

i niti al bi m ol e c ul ar a s s e m bl y ( st at e 2 A), f oll o w e d b y c o m p a ct, n o n-el o n g at e d  di m er s  ( st at e B) 

a n d ar e  f oll o w e d u p b y a n el o n g at e d or s e mi -el o n g at e d  di m er ( st at e C) ( Fi g. 1 F ).  

I n t h e or y, e a c h r e c or d e d d et e cti o n wi n d o w c o ul d gi v e a n i n di vi d u all y a n al y z a bl e p h ot o n 

hi st o gr a m p er c orr e s p o n di n g l a s er p ul s e , o nl y li mit e d b y t h e n a n o s e c o n d wi n d o w t h e d y e 

n e e d s t o d e c a y fr o m a n e x cit e d t o a st e a d y st at e t o b e e x cit a bl e a g ai n. I n r e alit y, d y e 

p h ot o p h y si c s , l o w c o n c e ntr ati o n of l a b el e d pr ot ei n  a n d d et e ct or c a p a cit y li mit t h e n u m b er of 

p h ot o n s c oll e ct e d p er d et e cti o n wi n d o w [ 1 8, 1 9]. C o n s e q u e nti all y, l o w a m o u nt s of p h ot o n-

c o u nt s i n t h e hi st o gr a m w o ul d l e a d t o p o or st ati sti c s a n d a b a d si g n al -t o-n oi s e r ati o, r e s ulti n g 

i n u nr eli a bl e fit s. T hi s f or c e d u s t o b i n all d et e cti o n wi n d o w s d eri v e d wit hi n 1 0 m s , a v al u e 

w hi c h  e m piri c all y pr o vi d e d  e n o u g h p h ot o n s p er ti m e p oi nt  t o pr o d u c e a c o nfi d e nt fit p er ti m e -

bi n . A s a tr a d e-off , ti m e-r e s ol uti o n d e cr e a s e d. I n t h e s c h e m ati c e x a m pl e s s h o w n i n Fi g. 1 D 

a n d  Fi g. 1 E , t h e i nt er-d y e di st a n c e w o ul d i n cr e a s e  f or all i ntr a m ol e c ul ar d y e -p air s u s e d i n 

t hi s e x p eri m e nt. C o n c urr e ntl y, t h e n o -F R E T  fr a cti o n xn o F R E T  will i n cr e a s e o v er ti m e w hil e t h e 

F R E T -fr a cti o n s xF R E T  will d e cr e a s e. B a s e d o n a v ail a bl e d at a [ 9] a n d k n o wl e d g e  of t h e 

e n d p oi nt e q uili bri a , w e t h e ori z e d a w or ki n g m o d el a s d e pi ct e d i n Fi g. 1 F , w h er e w e c a n 

f oll o w t h e di m er tr a n sitio n  o v er ti m e . W e t h e n d e pl o y e d  t w o ki n eti c m o d els  t o fit t h e d at a 

a c c or di n gl y ( s e e 2. R e s ult s  b el o w ).  
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Fi g u r e 1: F R E T -p air s, S F -F R E T s et u p, r e a d o ut a n d s c h e m e of ki n eti c m o d el. A.  C ol or -c o d e d 

d o m ai n ar c hit e ct ur e a n d s c h e m ati c ( n o  d y e -li n k er i n cl u d e d) F R E T-n et w or k u s e d i n t hi s st u d y, b a s e d 

o n str u ct ur e s d eri v e d fr o m P D B -I D s 1f 5 n ( w h ol e m ol e c ul e) ali g n e d wit h  2 b 9 2 ( di m er i nt erf a c e). B.  

S c h e m ati c s et u p of t h e S F -T C S P C d e vi c e. C.  M a cr oti m e fitti n g w a s d o n e a p pl yi n g ki n eti c m o d el s  t o 

t h e F RE T -p h ot o n fl u ct u ati o n o b s er v e d o v er t h e c o ur s e of t h e e x p eri m e nt, e xtr a cti n g tr a n siti o n r at e 

c o n st a nt s . D.  M i cr oti m e fitti n g yi el d s F R E T -fr a cti o n s at a n y m a cr oti m e wi n d o w ( wit hi n a 1 0 m s bi n).  E.  

D i st a n c e di stri b uti o n s a n d xD O / xF R E T -fr a cti o n s c h a n g e o v er th e c o ur s e of t h e m a cr oti m e  t o a n o-F R E T 

d o mi n at e d st at e f or all i ntr a m ol e c ul ar F R E T p air s u s e d i n t hi s w or k . F . S c h e m e of ki n eti c m o d el  f or t h e 

tr a n siti o n fr o m a m o n o m eri c, G T P-u n b o u n d c o nf or m ati o n (fr e e h G B P 1) i nt o t h e c o n s e c uti v e di m eri c 

st at e. U p o n a G T P bi n di n g st e p ( G T P i n p ur pl e),  t w o p art s of t h e L G -d o m ai n , st at e  2 x A , will f or m t h e 

di m eri z ati o n s urf a c e . D i m er mi g ht n o w c y cl e b et w ee n diff er e nt n o n -el o n g at e d  e arl y di m er  

c o nf or m ati o n s,  st at e  B , b ef or e tr a n siti o ni n g i nt o t h e c o n s e c uti v e, (s e mi -)el o n g at e d di m er s , st at e C . 

St at e B  mi g ht b e r e s ol v a bl e i nt o t w o s u b -st at e s B 1  a n d B 2  u si n g a n e xt e n d e d  m o d el.  Hi g h er o li g o m er 

a s s e m bl y i s a t o p i c of o n g oi n g di s c u s si o n a n d mi g ht  d e p e n d o n  t y p e of n u cl e oti d e u s e d, f ar n e s yl ati o n 

st at u s a n d pr e s e n c e of p at h o g e n i c or g a ni s m s a n d w a s n ot a d dr e s s e d i n t hi s st u d y.  

2 . R e s ult s

Fit f u n cti o n of  ki n eti c m o d el s

A c c or di n g t o t h e w or ki n g m o d el s h o w n i n Fi g. 1 F , w e d e v el o p e d t w o c o n s e c uti v e ki n eti c 

m o d el s t o fit t h e d at a f or t h e i nt er F R E T ( Fi g. 2 ) a n d i ntr a F R E T (Fi g. 3 ) p air s ( se e C h a pt er 

2 -Writt e n s u p pl e m e nt 2  f or f ull d eri v ati o n of m o d el s ). B ot h  m o d el s ar e c o n s e c uti v e

( m e a ni n g o n e st at e f oll o w s a n ot h er 𝐺 → 𝑡 → ⋯ ) a n d st art wit h a bi m ol e c ul ar a s s e m bl y st e p

2 𝑐 → 𝐷 . T h e fr a cti o n of e a c h st at e  𝐶 ,𝑁 ,𝑡  c h a n g e s o v er ti m e  w hil e t h e r at e s ar e fitt e d a s

c o n st a nt o v er ti m e. W e u s e t w o m o d el s  t o c o nfir m  if o n e a d diti o n al st at e  a n d o n e a d diti o n al

r at e i s n e e d e d t o i n cr ea s e t h e g o o d n e s s of fit. T h e si m pl ifi e d m o d el ( 2 A B C)  wit h 2 𝑐
𝑡 𝑡
→ 𝑟

𝑎 𝑛
→ 𝑠 , 

a s s u m e s t hr e e st at e s 𝑡 ,𝑐 ,𝜔  a n d t w o r at e s 𝑧 𝑡 , 𝑡 𝑟 . T h e e xt e n d e d m o d el ( 2 A B B C)  wit h 2 𝑎
𝑛 𝑠
→ 𝐶 1

𝐶 𝑒
→ 𝑡 2

𝑐 𝑡
→ 𝐶  a s s u m e s f o ur st at e s 𝐺 ,𝑡 1 ,𝑐 2 ,𝐷  a n d t hr e e r at e s 𝐶 𝑁 , 𝑡 𝑐 , 𝑡 𝑡 . W e a n al y z e d  t h e 

e v ol uti o n of F R E T i n d u c e d a c c e pt or i nt e n sit y  o v er ti m e 𝑟𝑎 𝑛 𝑠 |𝑡 𝑐 𝜔 𝑧 ( 𝑡 ) . F or b ot h m o d el s, t h e r a w 

d at a w a s  fitt e d wit h t h e f oll o wi n g f u n cti o n b o d y: 

𝑡𝑟 𝑎 𝑛 |𝑠 𝐶 𝐶 𝑒 ( 𝑡 ) = 𝑐 0  ( 𝑡 ( 𝐶 ) ⋅ 𝐵 ) + 𝐵 𝑒  ( 1) 

wit h 𝑡 0  a s s c ali n g f a ct or a n d 𝑐 𝑡  a s b a c k gr o u n d ( b ot h fitt e d p ar a m et er s), 𝐵 ( 𝐺 )  a s t h e v e ct or of 

ti m e-d e p e n d e nt fr a cti o n s of m o n o m er a n d di m er st at e s (i n cl u di n g t h e m o n o m er st at e fr a cti o n 

𝑡 𝑐 ), s o 𝐷 ( 𝐶 ) = ( 𝑁 𝑡 ( 𝑐 ) ,𝑡 𝑡𝑟 𝑎 𝑛 𝑠  𝑡 𝑐 𝜔 𝑧 𝑡 𝑡 ( 𝑟 ) ) , w ei g ht e d wit h c orr e s p o n di n g d o n or bri g ht n e s s 

pr o p orti o n al t o effi ci e n ci e s 𝑎  f or a gi v e n F R E T p air. B ot h 𝑛 ( 𝑠 )  a n d 𝐶  w er e  fitt e d p ar a m et er s. 

T h e f it w a s d o n e gl o b all y  f or eit h er i ntr a or i nt er F R E T d at a s et s.  𝐶 ( 𝑒 )  w a s al w a y s a j oi n e d 
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p ar a m et er w it hi n o n e s et, w hil e 𝐺 , 𝑡 0  a n d  𝑐 𝐷  w er e l o c al p ar a m et er s fitt e d i n di vi d u all y f or 

e a c h F R E T p air wit hi n o n e s et.

𝐶 ( 𝑁 ) = (
𝑡 𝑐 ( 𝑡 )

𝑡 𝑟 ( 𝑎 )
⋮

) ;  𝑛 = (
𝑠 𝑡

𝑐 𝜔

⋮
) ; 𝑧 𝑡 = ( 1 + (

𝑡 𝑟 𝑎 ,𝑛

𝑠 0
)

6
)

− 1

, 𝐶 ∈ { 𝐶 ,𝑒 ,… } ( 2) 

wit h 𝑡 𝑐  a s F R E T -effi ci e n c y f or t h e gi v e n p air, d et er mi n e d b y t h e F ör st er -R a di u s 𝑡 0  of t h e d y e -

p air ( h er e gi v e n wit h 5 2  Å f or t h e Al e x a Fl u or 4 8 8/ 6 4 7 p air) a n d t h e fitt e d i nt er -d y e di st a n c e 

𝐶 𝐺 𝑡 . T h e r a w d at a w a s di vi d e d b y t w o, t o a c c o u nt f or a s oft w ar e err or, w hi c h d o u bl e d t h e 

p h ot o n c o u nt s.  

F or t h e si m plifi e d t hr e e st at e/t w o r at e 2 A B C m o d el 2 𝑐
𝐷 𝐶
→ 𝑁

𝑡 𝑐
→ 𝑡 , t h e e v ol uti o n of fr a cti o n s of 

st at e s ( s e e Fi g. 1 F  f or gr a p hi c al d e pi cti o n of st at e s) w a s m o d el e d b y t h e e x pr e s si o n : 

𝑡 ( 𝑟)  ( 2 𝑎 𝑛 𝑠 ) = (

𝑡 𝑐 ( 𝜔)

𝑧 𝑡 ( 𝑡)

𝑟 𝑎 ( 𝑛)
) =  

{ (

1

1 + 𝑠 𝐶  𝐶

𝑒
𝑡
( 𝑐 𝑡 ,𝐶 𝐵 ,𝐵)

1 −
1

1 + 𝑒 𝑡  𝑐
− 𝑡

𝐵
( 𝐺 𝑡 ,𝑐 𝐷 , 𝐶)

)

( 3) 

w h er e 𝑁 𝑡 , 𝑐 𝑡  ar e t h e (fitt e d) tr a n siti o n  r at e s fr o m st at e s 2 𝑡  t o 𝑟  t o 𝑎  a n d t h e f u n cti o n 

𝑛𝑠 ( 𝑡 𝑐 ,𝜔 𝑧 ,𝑡 )  wit h 𝑡 ∈ { 𝑟 ,𝑎 } ) t h e (fitt e d) c o n v ol uti o n of t h e i n c o mi n g r e c o m bi n ati o n r at e a n d t h e 

e x p o n e nti al d e c a y.  It al s o c o nt ai n s t h e e x p o n e nti al i nt e gr a l f u n cti o n 𝑛 𝑠( 𝐶 ) . S e e C h a pt er 2 -

Writt e n s u p pl e m e nt 2, E q.  2 8 -2 9  f or t h e f ull d eri v ati o n of 𝐶𝑒 ( 𝑡 𝑐 ,𝑡 𝐶 ,𝐵 ) . 

𝐵𝑒 ( 𝑡 𝑐 ,𝑡 𝐵 ,𝐴 ) = −
1

𝐴 𝑒  𝑡 + 1
+ 𝑐 − 𝑡 𝐴  𝑡 +

𝑘 𝑖

𝑘 𝑎

𝑒
− (

𝑘 𝑖
𝑘 𝑎

+ 𝑘 𝑖  𝑡 )
( 𝐸𝑖 (

𝑘 𝑖

𝑘 𝑎

+ 𝑘 𝑖  𝑡 ) − 𝐸𝑖 (
𝑘 𝑖

𝑘 𝑎

) ) (4 ) 

𝐸𝑖 ( 𝑥 ) = ∫
𝑒 𝜈

𝜈
 𝑑 𝜈

𝑥

− ∞

F or t h e e xt e n d e d f o ur st at e/t hr e e r at e 2 A B B C m o d el 2 𝐴
𝑘 𝑎
→ 𝐵 1

𝑘 𝑏
→ 𝐵 2

𝑘 𝑐
→ 𝐶 , t h e e v ol uti o n of 

fr a cti o n s of st at e s ( s e e Fi g. 1 F  f or gr a p hi c al d e pi cti o n of st at e s) w a s m o d el e d b y e x pr e s si o n: 

𝒙 ( 𝑡)  ( 2 𝐴 𝐵 𝐵 𝐶 ) =

(

𝑥 𝐴 ( 𝑡 )

𝑥 𝐵 1 ( 𝑡)

𝑥 𝐵 2 ( 𝑡)

𝑥 𝐶 ( 𝑡 ) )

=  

{ (

1

1 + 𝑘 𝑎  𝑡

𝑓
𝑟
( 𝑘 𝑏 ,𝑘 𝑎 ,𝑡)

𝑘 𝑏

𝑘 𝑏 − 𝑘 𝑐
( 𝑓

𝑟
( 𝑘 𝑐 ,𝑘 𝑎 , 𝑡) − 𝑓

𝑟
( 𝑘 𝑏 ,𝑘 𝑎 ,𝑡) )

1 −
1

1 + 𝑘 𝑎  𝑡
−

𝑘 𝑏

𝑘 𝑏 − 𝑘 𝑐
𝑓

𝑟
( 𝑘 𝑐 ,𝑘 𝑎 , 𝑡) +

𝑘 𝑐

𝑘 𝑏 − 𝑘 𝑐
𝑓

𝑟
( 𝑘 𝑏 ,𝑘 𝑎 , 𝑡) )

(5 ) 

W h er e 𝑘 𝑎 ,𝑘 𝑏 , 𝑘 𝑐  ar e t h e (fitt e d) tr a n siti o n r at e s fr o m st at e s  2 𝐴  t o 𝐵  t o 𝐶  a n d t h e f u n cti o n 

𝑓𝑟 ( 𝑘 𝑖 ,𝑘 𝑎 ,𝑡 )  i s d efi n e d t h e s a m e a s a b o v e. 
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Fitt e d tr a n siti o n r at e s  a n d i nt er -d y e di st a n c e s  ar e gi v e n i n eit h er T a bl e 1 (2 A B C m o d el ), 

T a bl e 2  (2 A B B C m o d el ) or i n C h a pt er 2 -t a bl e s u p pl e m e nt 1-3  ( s c ali n g f a ct or s, 

b a c k gr o u n d).  

T a bl e 1:  2 A B C m o d el.  R at e s d eri v e d, i n cl u di n g r e d u c e d χ 2 . Fitt e d p ar a m et er s i n b ol d . 𝐺 𝑡 𝑐  fr o m [ 9] 

a v er a g e d b y u si n g E q. 6 . L ar g e u n c ert ai nti e s  ( > 1 0 0 0 %) f or 〈𝐷 𝐶 𝑁 〉𝑡  a r e n ot s h o w n si n c e 〈𝑐 𝑡 𝑡 〉𝑟  w a s  

m ai nl y  u s e d t o st a bili z e t h e fitti n g of r at e s.  * = I nt er -F R E T d at a w a s n ot fitt e d i n d e p e n d e n c y of E . ** = 

V al u e t a k e n fr o m V ö p el et al. [ 7]. ** * = C α -C α di st a n c e of p o s. 3 4 4 + 4 8 1 fr o m P D B -I D 1f 5 n ( w h ol e 

m ol e c ul e) ali g n e d wit h P D B -I D 2 b 9 2 ( di m er i nt erf a c e) , s e e Fi g. 2 A .  

 𝑎 𝑛 ( 𝑠 𝑡 → 𝑐 )  [ s-1 ] 𝜔 𝑧 ( 𝑡 → 𝑡 )  [s -1 ] 𝑟 𝑎  

i nt er F R E T 2. 7 4 0 ± 0. 3 7 2  0. 1 5 7 ± 0. 0 0 3  1. 0 2 8  

i nt r a F R E T 2. 7 4 0 (fi x e d)  0. 2 3 4 ± 0. 0 0 4  1. 1 7 3  
 

D at a s et s  
i nt e r F R E T 

𝑛 𝑠 𝐶  
I nt r a F R E T 𝐶 𝑒 𝑡  

fr o m P e ul e n et al. [ 9] 
A v g.  Fitt e d 𝑐 𝑡 𝐶  

 D y e p air  
〈𝐺 𝑡 𝑐 〉 

 

〈𝐷 𝐶 𝑁 ( 𝑡 𝑐 ) 〉 
x 1 = 0. 6 1  

〈𝑡 𝑡 𝑟 ( 𝑎 𝑛 ) 〉 
x 2 = 0. 3 9  

〈𝑠 𝑡 𝑐 〉𝜔  
( A v g. of 
M 1  a n d 

M 2)  

〈𝑧 𝑡 𝑡 〉𝑟  
M o n o m e r  
St at e A  

〈𝑎 𝑛 𝑠 〉𝐶  
Di m e r  
St at e 

B  

〈𝐶 𝑒 𝑡 〉𝑐  
Di m e r  
St at e 

C  

i nt er 
F R E T  

1 8 D + 1 8 A  6 3 ± 9 * *  - - 6 2  - * * 

3 4 4 D + 4 8 1 A  1 9 4 * **  - - 1 9 4  - * * 

i nt r a 

F R E T  

3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A  - 5 9 ± 4  4 5 ± 3  5 3  2 8  7 1  9 2  

3 4 4 D/ A, 5 2 5 D/ A  - 4 7 ± 3  2 1 ± 1 3  4 2  - - - 

2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A  - 6 4 ± 5  3 7 ± 3  5 3  4 9  7 0  1 2 1  

2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A  - 8 1 ± 1 7  7 2 ± 8  7 5  7 5  8 8  9 5  

 

T a bl e 2 : 2 A B B C m o d el.  R at e s d eri v e d, i n cl u di n g r e d u c e d χ 2 . Fitt e d p ar a m et er s i n b ol d . 𝑡 𝐶 𝐵  fr o m [ 9] 

a v er a g e d b y u si n g E q. 6 . L ar g e u n c ert ai nti e s ( > 1 0 0 0 %) f or 〈𝐵 𝑒 𝑡 〉𝑐  ar e n ot s h o w n si n c e 〈𝑡 𝐵 𝐺 〉𝑡  w a s 

m ai nl y u s e d t o st a bili z e t h e fitti n g of r at e s.  

 𝑐 𝐷 ( 𝐶 𝑁 → 𝑡 𝑐 )  [s -1 ] 𝑡 𝑡 ( 𝑟 𝑎 → 𝑛 𝑠 )  [s -1 ] 𝑡 𝑐 ( 𝜔 𝑧 → 𝑡 )  [s -1 ] 𝑡 𝑟  

i nt r a F R E T 2. 7 4 0 (fi x e d)  1. 2 0 0 ± 0. 0 4 5  0. 1 1 5 ± 0. 0 0 5  1. 0 1 7  
 

D at a s et s  I nt r a F R E T 𝑎 𝑛 𝑠  
fr o m P e ul e n et al. [ 9] 

A v g.  Fitt e d 𝐶 𝐶 𝑒  

 D y e p air  
〈𝑡 𝑐 𝑡 ( 𝐶 𝐵 ) 〉 
x 1 = 0. 6 1  

〈𝐵 𝑒 𝑡 ( 𝑐 𝑡 ) 〉 
x 2 = 0. 3 9  

〈𝐵 𝐴 𝐴 〉𝑒  

〈𝑡 𝑐 𝑡 〉𝐴  
M o n o.  
St at e A  

〈𝑡 𝑘 𝑖 〉𝑘  
Di m e r  

St at e 𝑎 𝑒  

〈𝑘 𝑖 𝑘 〉𝑎  
Di m e r  

St at e 𝑘 𝑖  

〈𝑡 𝐸 𝑖 〉𝑘  
Di m e r  

St at e C  

i nt r a 
F R E T  

3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A  5 9 ± 4  4 5 ± 3  5 3  3 5  5 1  8 0  1 2 0  

3 4 4 D/ A, 5 2 5 D/ A  4 7 ± 3  2 1 ± 1 3  4 2  - - - - 

2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A  6 4 ± 5  3 7 ± 3  5 3  4 1  5 2  7 0  1 6 9  

2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A  8 1 ± 1 7  7 2 ± 8  7 5  6 7  6 9  8 2  9 0  
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T h e a v er a g e of E  w a s c al c ul at e d wit h  

〈𝐺 〉 = ∫ 𝑡 ( 𝑐 ,〈𝐷 𝐶 𝑁𝑡 〉,𝑐 𝑡 ) 𝑡 𝑟 = ∫ ∑ 𝑎 𝑛

1

√ 2 𝑠 𝑡 𝑐

e x p ( −
( 𝜔 𝑧 𝑡 − 〈𝑡 𝑟 𝑎𝑛 〉) 2

2 𝑠 𝐶
2 ) 𝐶 ( 𝑒 𝑡 𝑐 )

2

𝑡= 1

𝐶 𝐺  

〈𝑡 𝑐 𝐷 〉𝐶 = √
1

〈𝑁 〉
− 1

6
∙ 𝑡 0     ( 6)  

 

 

E x p eri m e nt al a p pr o a c h  

T h e h G B P 1 v ari a nt s w er e b a s e d o n t h e C y s -9 [ 7] v ari a nt, a W T c o n str u ct w hi c h l a c k s all 

n ati v e c y st ei n s  t o a v oi d r a n d o m l a b eli n g. T h e n o n -n ati v e  c y st ei n s n e e d e d f or t h e l a b eli n g 

r e a cti o n wit h t h e m al ei mi d e-pri m e d d y e s w er e c o n c urr e ntl y m ut at e d t o t h e d e sir e d l o c ati o n s 

i n t h e s e q u e n c e. I n t h e r e a cti o n c h a m b er, t h e n o n-h y dr ol y s a bl e G T P a n al o g u e G T P γ S w a s 

u s e d t o tri g g er di m eri z ati o n u p o n mi xi n g. G T P γ S al o n g wit h G D P* Al F x  h a s b e e n s h o w n t o 

w or k  a s t h e m o st p ot e nt  n o n -h y dr ol y s a bl e G T P a g e nt u n d er st a n d ar d c o n diti o n s [ 2 0], u si n g it 

at 2 5 0 µ M fi n al c o n c e ntr ati o n.  T h e c h oi c e of t h e G T P -a n al o g u e c a n  m aj orl y  d et er mi n e 

e x p eri m e nt al o ut c o m e s i n diff er e nt w a y s [ 6, 2 0] a n d s h o ul d b e t a k e n i nt o a c c o u nt w h e n 

c o m p ari n g r e s ult s.  I ntr a m ol e c ul ar F R E T ( e x. 4 8 0 n m) w a s m e a s ur e d i n d o u bl e l a b el e d 

h G B P 1 v ari a nt s, b ot h d o n or - a n d a c c e pt or -l a b el e d, wit h Al e x a Fl u or 4 8 8 a n d Al e x a Fl u or 

6 4 7. I nt er m ol e c ul ar F R E T w a s m e a s ur e d b et w e e n si n gl e l a b el e d h G B P 1 v ari a nt s, e a c h  

v ari a nt s e p ar at el y l a b el e d wit h eit h er d o n or d y e ( A l e x a Fl u or 4 8 8) or a c c e pt or d y e ( A l e x a 

Fl u or  6 4 7). F R E T w a s m e a s ur e d i n p ul s e d i nt erl e a v e d e x cit ati o n ( PI E) m o d e t o all o w 

i nt e gr at e d a c c e pt or d y e a n al y si s [ 2 1]. H er e, ‘ gr e e n p h ot o n s’ r ef er t o t h e d o n or d e c a y e x cit e d 

b y  t h e 4 8 0 n m  l a s er, ‘r e d p h ot o n s’ r ef er t o t h e F R E T s e n siti z e d d o n or d e c a y a n d ‘ y ell o w 

p h ot o n s’ t o t h e a c c e pt or d e c a y, e x cit e d b y t h e 6 3 5 n m l a s er.  T h e i n di vi d u al d e c a y s w er e 

bi n n e d i nt o 1 0 m s wi n d o w s a n d m er g e d i nt o a m a cr oti m e. T h e m a cr oti m e  si g n al w a s fitt e d 

wit h  t h e t w o ki n eti c m o d el s s h o w n a b o v e  t o e xtr a ct t h e tr a n siti o n r at e s. I n a d diti o n, we u s e d 

a fr a cti o n -f o c u s e d a p pr o a c h f or t h e fitti n g of i ntr a m ol e c ul ar di st a n c e s gi v e n fr o m [ 9, 2 0] i n 

k e e pi n g di st a n c e s c o n st a nt t o e n s ur e fit st a bilit y a n d  i n st e a d m o nit or t h e fr a cti o n of diff er e nt 

F R E T or n o -F R E T di st a n c e s . B i- or tri -e x p o n e nti al fit s w er e a p pli e d h er e  ( s e e 6 . M et h o d s).  
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I nt er-F R E T m e a s ur e m e nt s: 1 8 D + 1 8 A a n d 3 4 4 D + 4 8 1 A ( + u nl a b el e d C y s -9 ) 

F or  o ur t w o  i nt er m ol e c ul ar d y e p air s (Fi g. 2 A , di m er b a s e d o n P D B -I D s 1f 5 n (f ull pr ot ei n 

str u ct ur e) a n d 2 b 9 2 ( L G -i nt erf a c e ali g n m e nt)), w e m o nit or e d t h e i n cr e a s e i n r e d p h ot o n s 

( F R E T-s e n siti z e d p h ot o n s , off s et c orr e ct e d) o v er t h e c o ur s e of t h e m a cr oti m e. C o n c e pt u all y , 

t h e 3 4 4 D + 4 8 1 A p air pr o b e s  t h e c o n s e c uti v e el o n g ati o n of t h e di m er, w hil e t h e 1 8 A + 1 8 D 

p air si m pl y s h o w s  t h e st arti n g p oi nt of t h e  di m er i z ati o n b y m o nit ori n g t h e L G -L G  i nt er a cti o n. 

T h e 1 8 D + 1 8 A p air  t h u s s er v e s a s o ur b a si c di m eri z ati o n c o ntr ol a n d  d et er mi n e s  t h e fir st 

r at e, k a , tr a n siti o ni n g fr o m m o n o m er t o i niti al di m er. T h e 1 8 D + 1 8 A a s s e m bl y pr o c e s s 

r e q uir e s t w o h G B P 1 m ol e c ul e s. A c c or di n gl y, t hi s d at a s et h a d t o b e  fitt e d wit h a s e c o n d or d er 

ki n eti c  t er m ( s e e a b o v e a n d  C h a pt er 2 -Writt e n s u p pl e m e nt 2 ). U p o n gl o b al fitti n g of b ot h 

i nt er-F R E T d at a s et s , th e 1 8 D + 1 8 A m a cr oti m e si g n al  yi el d e d  a r at e c o n st a nt of k a  = 2. 7 4 0  ±  

0. 3 7 2  s -1  tr a n sl ati n g i nt o a b ul k  tr a n siti o n ti m e of 3 65 ±  5 0  m s f or  i niti al di m eri z ati o n  (Fi g. 2 

B ). A pl at e a u r a n g e s o n st arti n g fr o m a p pr o x. 5 , 0 0 0 + m s m a cr oti m e f or 1 8 D + 1 8 A, fr o m 

w h er e t h e i niti al di m eri z ati o n  pr o c e s s  e nt er s  a st at e of e n d p oi nt e q uili bri u m.  I n m e a s ur e s of 

di st a n c e , t h e L G-i nt er a cti o n fi n d s t h e 1 8 D + 1 8 A p air at  〈𝐺 𝑡 𝑐 〉 = 6 3  ± 9 Å [ 7] a t a n e n d p oi nt 

e q uili bri u m . T h e 3 4 4 D + 4 8 1 A p air i s i niti all y f ar b e y o n d F R E T di st a n c e li mit s, wit h a 

t he or eti c al α -c ar b o n t o α -c ar b o n di st a n c e of 1 9 4 Å i n t h e h e a d -t o-h e a d L G (pr e s u m e d ) 

st arti n g di m er c o nf or m ati o n ( Fi g. 2 A ). I n or d er t o g et a n i n cr e a s e i n F R E T f or t h e 3 4 4 D + 

4 8 1 A p o siti o n s , t h e mi d dl e d o m ai n c o nt ai ni n g  3 4 4 D a n d t h e ki n ki n g -l o o p wit h  4 8 1 A n e e d t o  

m o v e a n d  c o n v er g e  wit hi n a < 1 0 0 Å di st a n c e  t o e a c h ot h er. T h er e ar e m ulti pl e el o n g at e d or 

s e mi -el o n g at e d c o nf or m ati o n s p o s si bl e w hi c h w o ul d all o w  thi s di st a n c e . Si n c e t h e s e ‘l at e’ 

c o nf or m ati o n s n e e d di m eri z ati o n a s a n e c e s s ar y pr e -c o n diti o n, t h e 3 4 4 D + 4 8 1 A d at a s et i s 

a s s u m e d t o c o n s e c uti v el y f oll o w  t h e 1 8 D + 1 8 A. T h er ef or e, a c o n s e c uti v e fitti n g t er m h a d t o 

b e a p pli e d f or t h e 3 4 4 D + 4 8 1 A d at a s et s .  U p o n gl o b al  fitti n g of b ot h i nt er-F R E T  d at a s et s , 

th e 3 4 4 D + 4 8 1 A p air yi el d e d a  r at e c o n st a nt of k c  = 0. 1 5 7 ± 0. 0 0 3  s -1  tr a n sl ati n g i nt o a b ul k 

tr a n siti o n ti m e of 6 3 7 3 ±  1 2 7  m s  f or t h e c o n s e c uti v e r e arr a n g e m e nt s l e a di n g t o t h e 

c o n v er gi n g of 3 4 4 D a n d 4 8 1 A  (Fi g. 2 B ). U si n g t hi s m o d el r e s ult s i n s m o ot h  r e si d u al s a n d i n 

a g o o d  r e d. c hi-s q u ar e of  χ 2  = 1. 0 2 8. A p pl yi n g a 2 A B B C m o d el ( s e e c h a pt er: I ntr a -F R E T 

m e a s ur e m e nt s) t o t h e i nt er -F R E T d at a g ai n e d n o i n cr e a s e i n g o o d n e s s of fit. A s k et c h  of  t h e 

c o nf or m ati o n al arr a n g e m e nt s  li k el y li n k e d t o t h e o b s er v e d d at a i s d e pi ct e d i n Fi g. 2 C . T h er e, 

t h e 1 8 D + 1 8 A p air  i n di c at es  i n r e s p e ct t o i nt er a cti o n b et w e e n t h e L G-d o m ai n s a n d 

s u b s e q u e nt i niti al di m er f or m ati o n  w h y  3 4 4 D + 4 8 1 A i n di c at e s  f or t h e ‘l at e’ di m er s i n r e s p e ct 

to t h e mi d dl e -hi n g e -i nt er a cti o n a n d s u b s e q u e nt di m er el o n g ati o n.  
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Fi g u r e 2: I nt e r -F R E T p air s, d at a a n d s c h e m ati c e x pl a n ati o n s . C o n c e nt r ati o n s gi v e n wit h : 2 5 0 

µ M G T P γ S, 1 0 µ M a c c e pt or -l a b ele d h G B P 1,  2 0 0 n M d o n or -l a b el e d h G B P 1, fill e d u p t o 2 5 µ M 

t ot al h G B P 1 c o n c e nt r ati o n wit h u nl a b el e d  h G B P 1. A.  P air s u s e d f or i nt er -F R E T d et e cti o n. 1 8 D + 

1 8 A di st a n c e h a s b e e n d et er mi n e d i n [ 2 0], 3 4 4 D + 4 8 1 A fr o m a Cα -C α  di st a n c e i n t h e P D B -I D: 1f 5 n 

cr y st al str u ct ur e. B.  Gl o b al 2 A B C fit o n b ot h i nt er -d at a s et s yi el d s t w o r at e s  k a  a n d k b . R e si d u al s a n d χ 2 

s h o w hi g h g o o d n e s s of fit f or t h e a p pli e d  m o d el.  C.  S c h e m ati c di s pl a y of t h e pr o p o s e d d o m ai n 

m o v e m e nt s d et e ct a bl e  o v er t h e c o ur s e of t h e m a cr oti m e.  
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I ntr a-F R E T m e a s ur e m e nt s: (2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A ), (2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A ), (3 4 4 D/ A, 5 2 5 D/ A ), 

(3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A ) + u nl a b el e d C y s -9  

F or  o ur f o ur i ntr am ol e c ul ar d y e p air s ( Fi g. 3 A , P D B 1f 5 n), w e m o nit or e d t h e d e cr e a s e  i n r e d 

p h ot o n s ( F R E T -s e n siti z e d p h ot o n s, off s et c orr e ct e d) o v er t h e c o ur s e of t h e m a cr oti m e. Si n c e 

t h e h G B P 1 m o n o m er c y cl e s b et w e e n t w o m ai n c o nf or m ati o n s, t w o di st a n c e s ar e a s si g n e d t o 

e v er y d y e p air ( s e e Fi g. 3 A ). C o n c e pt u all y,  t h e (2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A ) p air pr o b e s  i ntr a m ol e c ul ar 

di st a n c e b et w e e n t h e mi d dl e d o m ai n a n d t h e L G d o m ai n , w hil e t h e t hr e e ot h er i ntr a-p air s all 

d et e ct  o p e ni n g of t h e α 1 2 -h eli x , a w a y fr o m t h e mi d dl e d o m ai n, o n diff er e nt l a b eli n g p o siti o n s. 

T h e m a cr oti m e tr a c e f or all p air s n e e d e d  t o b e fitt e d wit h an  at l e a st bi -e x p o n e nti al d e c a y 

f u n cti o n. T h e fit m o d el h a d t o b e c o n s e c uti v e sin c e t h e i ntr a m ol e c ul ar d y n a mi c s o nl y c h a n g e 

aft er i niti al di m eri z ati o n. T h e r e s ulti n g e xt e n d e d ki n eti c  m o d el, 2 A B B C  ( s e e 2. R e s ult s , 

E q.  5 ) a s s u m e s a c o n s e c uti v e c o nf or m ati o n al c h a n g e fr o m B 1 -> B 2, wit h B 1 b ei n g t h e di m er 

c o n c ei v e d fr o m 2 A.  T h e si m plifi e d  2 A B C ki n eti c m o d el ( s e e  2. R e s ult s , E q. 3 ) a s s u m e s a n 

i m m e di at e c o nf or m ati o n al c h a n g e fr o m 2 A -> B.  U p o n fitti n g, w e n oti c e d a c o n st a nt mi sfit of 

t h e (3 4 4 D/ A, 5 2 5 D/ A ) d at a s et. Cr o s s c h e c ki n g t h e p h ot o n hi st o gr a m s r e v e al e d a r o u g hl y 

t e nf ol d hi g h er r el ati v e n u m b er of y ell o w p h ot o n s  ( c o m p ar e d t o t h e ot h er t hr e e d at a s et s) 

f o u n d i n t h e PI E-wi n d o w, w hi c h tr a n sl at e s i nt o i n cr e a s e d a c c e pt or c o n c e ntr ati o n. Si n c e w e 

c o ul d n ot e x cl u d e a n e x p eri m e nt al err or i n t h e c o n c e ntr ati o n of l a b el e d pr ot ei n f or t hi s p air, 

t h e d at a s et w a s e x cl u d e d fr o m fitti n g. T h e 2 A B C fit yi el d s a sl o w c o m p o n e nt  B -> C  of  k c  = 

0. 2 3 4 ± 0. 0 0 4  s -1  ( s e e Fi g. 3 B ) tr a n sl ati n g i nt o a b ul k tr a n siti o n ti m e of = 4 2 7 4 ±  7 3  m s , u si n g 

k a  = 2. 7 4 0  (fi x e d) fr o m t h e i nt er-F R E T d at a s et a s f a st 2 A -> B c o m p o n e nt. T h er e i s a vi si bl e 

mi sfit i n t h e r e si d u al s f or 2 A B C, r e s ulti n g i n a m e di o cr e r e d. c hi-s q u ar e of  χ 2  = 1. 1 7 3. T h e 

2 A B B C fit yi el d s t h e sl o w e st  c o m p o n e nt  B 2 -> C  wit h  k c  = 0. 1 1 5  ± 0. 0 0 5  s -1  ( s e e Fi g. 3 C ) 

tr a n sl ati n g i nt o a b ul k tr a n siti o n ti m e of = 8 6 9 6  ±  3 5 0  m s . T h e a d diti o n al B 1 -> B 2 c o m p o n e nt 

yi el d s a r at e of  k b  = 1. 2 0 0 ± 0. 0 4 5  s -1  ( s e e Fi g. 3 C ) tr a n sl ati n g i nt o a b ul k tr a n siti o n ti m e of = 

8 3 3 ±  3 1  m s . We w er e al s o u si n g k a  = 2. 7 4 0 (fi x e d) fr o m t h e i nt er -F R E T d at a s et a s f a st 2 A -> 

B 1 c o m p o n e nt  i n t h e 2 A B B C m o d el. T h e r e si d u al s ar e v er y s m o ot h , r e s ulti n g i n a g o o d r e d. 

c hi -s q u ar e of  χ 2  = 1. 0 1 7 . T h e o v er all cl e arl y b ett er g o o d n e s s of fit f or t h e 2 A B B C m o d el 

s u g g e st s t h at at l e a st t hi s o n e a d diti o n al c o m p o n e nt i s n e c e s s ar y t o f ull y d e s cri b e t h e d a t a. A 

s k et c h  of  t h e c o nf or m ati o n al arr a n g e m e nt s t h at mi g ht b e li n k e d t o t h e o b s er v e d d at a i s 

d e pi ct e d i n  Fi g. 3 D . T h er e, t h e (2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A ) p air  i n di c at es  i ntr a m ol e c ul ar s p a ci n g 

b et w e e n t h e  mi d dl e a n d  L G -d o m ai n w h y  t h e ot h er p air s f oll o w t h e o p e ni n g of t h e α 1 2 -h eli x  

a n d c o n c urr e nt di m er el o n g ati o n.  
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Fi g u r e 3:  I ntr a-F R E T p air s, d at a a n d s c h e m ati c e x pl a n ati o n s . C o n c e nt r ati o n s gi v e n wit h: 2 5 0 

µ M G T P γ S, 2 0 0 n M d o n or/ a c c e pt o r -l a b el e d h G B P 1, fill e d u p t o 2 5 µ M t ot al h G B P 1 

c o n c e nt r ati o n wit h u nl a b el e d h G B P 1.  A.  P air s u s e d f or i ntr a -F R E T d et e cti o n. M o n o m er  di st a n c e s  

h a v e b e e n d et er mi n e d i n [9 ]. Str u ct ur e:  P D B 1f 5 n . B.  Gl o b al 2 A B C fit o n t hr e e i ntr a-d at a s et s yi el d s a 

r at e k c  u si n g a  fi x e d f a st r at e k a  fr o m i nt er-F R E T p ai rs.  R e si d u al s a n d χ 2 s h o w m e di o cr e  g o o d n e s s of 

fit f or t h e a p pli e d m o d el. C . Gl o b al 2 A B B C fit o n t hr e e i ntr a -d at a s et s yi el d s t w o r at e s k b  a n d  k c  u si n g  

t h e fi x e d f a st r at e ka  fr o m i nt er-F R E T p air s. R e si d u al s a n d χ 2 s h o w hi g h g o o d n e s s of fit f or t h e a p pli e d 

m o d el.  D . S c h e m ati c  di s pl a y of t h e pr o p o s e d d o m ai n m o v e m e nt s d et e ct a bl e  o v er t h e c o ur s e of t h e 

m a cr oti m e.  

 

3 . Di s c u s si o n 

I n t hi s w or k, w e w er e s u c c e s sf ull y f oll o wi n g t h e tr a n siti o n of l a b el e d C y s-9 h G B P 1 fr o m 

m o n o m er t o di m er wit h o ur e T C S P C/ S F -s et u p. W e w er e a bl e t o e xtr a ct tr a n siti o n r at e s b y 

a p pl yi n g a n d c o m p ari n g t w o m ulti -e x p o n e nti al, c o n s e c uti v e ki n eti c m o d el s. T h e c o n cl u si o n 

w e c a n m a k e a gr e e wit h a n d e x p a n d o n d at a a n d m o d el s pr e s e nt e d b y  H e n g st e n b er g e t al 

[ 2 0], P e ul e n et al [ 9]  a n d V ö p el et al [ 7]. Mi n or di s cr e p a n ci e s c a n b e  w ell  e x pl ai n e d b y 

v ar yi n g c o n diti o n s. E s p e ci all y  t h e c h oi c e of t h e G T P -a n al o g o u s n u cl e oti d e h a s a n i m p a ct  a s 

all  of t h e  diff er e nt n u cl e oti d e s  s h o w a u ni q u e affi nit y a n d e v e n m ulti m eri z ati o n p ot e nti al [ 2 0] 

a s w ell a s diff er e n c e s  i n t h e di m eri z ati o n i nt erf a c e [ 6]. T h e G T Pγ S u s e d i n t hi s w or k h a s 

b e e n s h o w n t o b e o n e of t h e m o st p ot e nt  n o n -h y dr ol y z a bl e n u cl e oti d e s f or di m eri z ati o n  of 

h G B P 1 , u s e d at  a fi n al c o n c e ntr ati o n of 2 5 0 µ M [ 2 0]. W h e n c o m p ar i n g t h e d at a  b et w e e n 

diff er e nt G T P -a n al o g u e s , o n e s h o ul d al w a y s c o n si d er t h e p o s si bilit y of a u ni q u e b e h a vi or of 

t h e n u cl e oti d e u s e d a n d r efr ai n fr o m g e n er ali z ati o n. Al s o n ot e t h at t h e C y s -9 v ari a nt h a s 

b e e n s h o w n  t o h a v e a hi g h er G T P h y dr ol y z ati o n r at e t h a n t h e wil dt y p e ( W T ), w hi c h mi g ht 

l e a d t o a di v er g e n c e fr o m t h e  a ct u al  wil dt y pi c  ti m e a xi s i n w hi c h t h e tr a n siti o n s h a p p e n.  

Wit hi n t h e c o m pl e x e n er g y l a n d s c a p e of a m ulti -c o nf or m ati o n al pr ot ei n li k e h G B P 1,  all F R E T 

p air s (i ntr a - a n d i nt er -F R E T) f oll o w s p ati al c h a n g e s, w hi c h c a n u s u all y b e s e e n a s a 

s e q u e n c e of d o m ai n m o v e m e nt s  r el ati v e t o e a c h ot h er. I n o ur e x p eri m e nt s, thi s h a p p e n s  

o v er t h e c o ur s e of 2 0 s aft er G T P γ S -i n d u c e d di m eri z ati o n, u n d er th e n e c e s s ar y c o n di ti o n 

t h at t h e di st a n c e of t h e d y e p air c h a n g e s f or a l e a st a f e w A n g str o m  fr o m t h e ori gi n al 

( st arti n g) v al u e. I n g e n er al, w e s e e a d e cr e a s e of r e d p h ot o n s  f or all i ntr a-F R E T v ari a nt s ( a s 

d e pi ct e d i n Fi g. 3 ) a n d a n i n cr e a s e i n r e d p h ot o n s f or all i nt er-F R E T  v ari a nt s ( a s d e pi ct e d i n 

Fi g. 2 ). T h e ti m e s c al e o n w hi c h t h e r e d si g n al c h a n g e s h a p p e n d e p e n d s o n t h e v ari a nt s 

u s e d ( e a c h v ari a nt pr o b e s a u ni q u e s et of di st a n c e s) a n d t h e o b s er v e d d o m ai n m o v e m e nt 

a n d arr a n g e m e nt.  F or t h e s a k e of si m pli cit y, w e h a n dl e c o n f or m ati o n s a s di s cr et e st at e s i n 

o ur i nt er pr et ati o n of t h e d at a.  C o nf or m ati o n al e n s e m bl e or a mi x of tr a n si e nt d o m ai n -

r e arr a n g e m e nt s i s p o s si bl e w hil e tr a n siti o ni n g t o t h e ( s e mi-)el o n g at e d f or m.   



5 7  
 

L o o ki n g at t h e i nt er m ol e c ul ar F R E T m e a s ur e m e nt s ( s e e  Fi g. 2 B ) t h er e i s a v er y cl e ar i d e a of 

t h e c o nf or m ati o n al c h a n g e s b e hi n d t h e d at a. M or e i m p ort a ntl y, w e w er e a bl e t o r e s ol v e t h e 

ti m e-a xi s o n w hi c h t h e s e c h a n g e s h a p p e n. A p pl yi n g t h e n e c e s s ar y s e c o n d -r at e ki n eti c 

m o d el, t h e ti m e s c al e of t h e 1 8 D + 1 8 A i nt er a cti o n a p p e ar s t o b e m or e t h a n o n e or d er of 

m a g nit u d e f a st er t h a n t h e o n e f o u n d f or 3 4 4 D + 4 8 1 A. T hi s pr o v e s c o n c e pt u all y t h at t h e 

i niti al L G-di m eri z ati o n a n d t h e s u b s e q u e nt d o m ai n  r e arr a n g e m e nt h a p p e n o n diff er e nt 

ti m e s c al e s wit hi n t h e fir st s e c o n d s aft er a d ditio n of G T P γ S. T h e L G -d o m ai n, w h er e 1 8 D + 

1 8 A i s l o c at e d, f u n cti o n s a s fir st -li n e di m eri z ati o n i nt erf a c e of h G B P 1. C o n s e q u e nti all y, w e 

e x p e ct t h at of all i nt er m ol e c ul ar di m er -i n d u c e d eff e ct s, t h e 1 8 D + 1 8 A i nt er a cti o n will h a p p e n 

fir st. T h e t w o h G B P 1 m ol e c ul e s will  li k el y d o c k a s m o n o m er s i nt o a h e a d -t o-h e a d 

c o nf or m ati o n, b ut s u b s e q u e nt  d y n a mi c s mi g ht t a k e pl a c e i n st a ntl y  (i n a v er y s h ort ti m e-

wi n d o w aft er i niti al di m eri z ati o n) . W e a s s u m e t h at t h e di m er i nt erf a c e r e m ai n s u n c h a n g e d 

w hil e t h e r e st of t h e m ol e c ul e tr a n siti o n s, t hi s a s s u m pti o n i s b a c k e d b y t h e 1 8 D + 1 8 A si g n al 

st a yi n g c o n st a nt d uri n g m e a s ur e m e nt. T h er e i s a p o s s i bilit y t h at t h e i nt erf a c e p o siti o ni n g 

c h a n g e s sli g htl y w hil e m ai nt ai ni n g c o n st a nt di st a n c e b et w e e n 1 8 D + 1 8 A.  I n t h e ri gi d h e a d -t o-

h e a d c o nf or m ati o n d e pi ct e d i n Fi g. 2 A , t h e 3 4 4 D + 4 8 1 A w o ul d n ot gi v e a n y F R E T si g n al . 

T h e di st a n c e b et w e e n t h e t w o l a b el s i s f ar a b o v e F R E T r a n g e (1 9 4 Å  C α -C α) . T o h a v e  F R E T 

b et w e e n 3 4 4 D + 4 8 1 A, t h e t w o h G B P 1 m ol e c ul e s n e e d t o a d o pt a c o nf or m ati o n w h er e t h e 

mi d dl e d o m ai n s of b ot h m ol e c ul e s ar e b e n d e d t o w ar d s  e a c h ot h er. A n y  el o n g at e d  or s e mi -

el o n g at e d  di m er wit h cl o s e pr o xi mit y hi n g e -r e gi o n s w o ul d b e a li k el y c a n di d at e. T h e 3 4 4 D + 

4 8 1 A  d at a m u st  b e tr e at e d  c o n s e c uti v e l y t o t h e 1 8 D + 1 8 A si n c e t h e di m er n e e d s t o 

a s s e m bl e fir st  ( s e e Fi g. 4 A ). A d diti o n all y, t h e  c o nf or m ati o n al tr a n siti o n  i s cl e arl y sl o w er a n d 

h a p p e n s i n a diff er e nt ti m e r e gi m e . T h e e n er g y b arri er s t o o v er c o m e  f or tr a n siti o n i nt o a n 

( s e mi-)el o n g at e d st at e li k el y h a v e  a hi g h er b ul k tr a n siti o n ti m e.  

I n t h e i ntr a-F R E T  m e a s ur e m e nt s ( s e e Fi g. 3 A/ B ) all p air s  s h o w a si mil ar a n d i m m e di at el y 

d e cr e a si n g r e d si g n al  aft er mi xi n g. T hi s s u g g e st s t h at α 1 2 -h eli x ( p o s. 5 4 0) mo v e s  a w a y fr o m 

t h e mi d dl e ( p o s. 3 4 4) a n d L G-d o m ai n ( p o s. 2 5 4). T h e s e r e s ult s str o n gl y i m pl y a n el o n g at e d 

or el o n g at e d -ki n k e d  ( s e mi-el o n g at e d)  di m er c o nf or m ati o n. Li k e  t h e 3 4 4 D + 4 8 1 A p air i n i nt er-

F R E T, a c h a n g e i n r e d si g n al f or all i ntr a -F R E T p air s fir st n e e d s a di m eri z e d L G -d o m ai n . 

T h at  p ut s  all t h e i ntr a -F R E T d at a c o n s e c uti v el y b e hi n d t h e tr a n siti o n  e v e nt  o b s er v e d b y  1 8 D 

+ 1 8 A i nt er -F R E T . Pri or t o di m eri z ati on, t h e m o n o m er s s h o ul d b e i n a n e q uili bri u m b et w e e n 

t h eir M 1 a n d M 2  st at e s.  T h e c o nf or m ati o n b et w e e n t h e m o n o m eri c st at e s  a n d t h e fir st di m er  

mi g ht b e t h e s a m e if o nl y t h e L G -i nt erf a c e s d o c k w hil e m ai nt ai ni n g m o n o m eri c M 1/ M 2 

c o nf or m ati o n i n t h e r e st of t h e m ol e c ul e . T h er e mi g ht al s o a n i m m e di at e c o nf or m ati o n al 

c h a n g e  u p o n di m eri z ati o n  w hi c h h a p p e n s wit hi n o ur r e s ol uti o n of t h e 2 A -> B  a s s e m bl y a n d 

c a n t h u s b y r e pr e s e nt e d b y k a . U ntil n o w, t h e t w o m o d el s ( 2 A B C v s 2 A B B C , s e e Fi g. 4 A/ B ) 

b ot h u s e a fi x e d k a  a s a r ef e r e n c e p oi nt f or t h e c o n s e c uti v e tr a n siti o n s. W e w o ul d t h e n fit  o n e 
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or t w o a d diti o n al r at e s, w hi c h s h o ul d i n s o m e s e n s e r e pr e s e nt t h e l o w er ( el o n g ati o n) r at e  k c  

alr e a d y e xtr a ct e d fr o m t h e 3 4 4 D + 4 8 1 A i nt er -F R E T p air. U si n g o nl y o n e a d diti o n al r at e  k c  i n 

t h e 2 A B C fit yi el d e d a f a st er tr a n siti o n at a p pr o x. 4 3 0 0 m s b ul k tr a n siti o n ti m e B  -> C b ut w a s 

cl e arl y mi s si n g a r at e w h e n r ef erri n g t o r e si d u al s ( Fi g. 3 B) a n d r e d. c hi -s q u ar e.  F e e di n g  t h e 

fit a n a d diti o n al r at e k b  i n t h e 2 A B B C m o d el i m pr o v e d t h e g o o d n e s s of fit tr e m e n d o u sl y a n d 

cl e arl y s h o w s t h at t h e 2 A B B C i s t h e s u p eri or m o d el t o a n al y s e  t h e i ntr a-F R E T p air s . W e n o w 

e n d u p wit h a n a p pr o x. 8 7 0 0 m s b ul k tr a n siti o n ti m e f or t h e sl o w e st  tr a n siti o n B 2 -> C , w hi c h 

i s a  li k el y r e pr e s ent ati v e f or  t h e di m er el o n g ati o n al s o o b s er v e d i n t h e 3 4 4 D + 4 8 1 A i nt er -

F R E T p air.  T h e diff er e n c e mi g ht b e e x pl ai n a bl e b y a tr a n si e nt tr a n siti o n e n s e m bl e i n w hi c h 

p o s. 3 4 4 a n d 4 8 8 g et i nt o F R E T di st a n c e sli g htl y b ef or e t h e i ntr a -F R E T p air s g e tti n g i nt o n o-

F R E T di st a n c e, b ut t hi s i s h e a v y s p e c ul ati o n. L o o ki n g at t h e a d diti o n al tr a n siti o n  B 1 -> B 2  

f o u n d at a p pr o x. 8 3 0 m s , w e li k el y s e e t h e tr a n siti o ni n g t o w ar d s a n  ( s e mi-)el o n g at e d f or m. 

A n  e d u c at e d g u e s s  w o ul d b e t h e i nt er pr et ati o n  of B 2  a s t h e ‘bri d g e d di m er ’ ( s e e Fi g. 4 B ), a 

c o nf or m ati o n pr e di ct e d a n d s h o w n b y V ö p el et al [ 7]. T h e p u bli c ati o n  s u g g e st s  i n cr e a s e d 

s p a ci n g b et w e e n t h e α 1 2 -h eli x  a n d L G/ mi d dl e d o m ai n s, w hil e still n ot tr a n siti o ni n g i n t h e 

( s e mi-)el o n g at e d ‘l at e’ c o nf or m ati o n s  w hi c h w o ul d fit o ur d at a v er y w ell . I n e q uili bri u m, t h e 

bri d g e d di m er s e e m s t o b e t h e f a v or a bl e c o nf or m ati o n ( s e e Fi g. 4 E ). T h e s p a ci n g i s  

s u p p o s e d t o b e  dri v e n b y t h e ali g n m e nt of t h e t w o α 1 3 -h eli c e s, m a ki n g it a n o b vi o u s t ar g et 

f or o ur t e c h ni q u e. U nf ort u n at el y, w e l a c k t h e a p pr o pri at e m e a s ur e m e nt s wit h d y e s p o siti o n e d  

at t h e α 1 3 -h eli c e s t o e x p eri m e nt all y v erif y t hi s t h e or y.   

T h e (2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A ) p air i s s o m e w h at diff er e nt fr o m t h e ot h er i ntr a-F R E T p air s  si n c e it 

pr o b e s t h e i ntr a m ol e c ul ar di st a n c e b et w e e n L G a n d  mi d dl e d o m ai n. I nt er e sti n gl y, it fit s v er y 

w ell wit h i n t h e s a m e 2 A B B C  m o d e l, w hi c h e n a bl e d u s t o d o gl o b al fitti n g.  T h e tr a n siti o n s 

s e e n h er e li k el y m e a n s t h at  t h e pr o n o u n c e d m o v e m e nt fr o m t h e α 1 2 -h eli x  a w a y L G/ mi d dl e i s 

f e e d b a c ki n g i nt o t h e d y n a mi c s b et we e n L G a n d mi d dl e d o m ai n. A s s u c h, p r ett y m u c h t h e 

w h ol e m ol e c ul e s e e m s t o b e i n m o v e m e nt. T h e  i nt er n al L G/ mi d dl e d y n a mi c s c o ul d w or k a s 

a n e n er g eti c c o u nt er w ei g ht t o c o m p e n s at e  t h e v a st m o v e m e nt of t h e α 1 2 -h eli x  i nt o a 

s o m e w h at o p e n, li k el y u nf a v or a bl e st at e. W e fi n d v er y g o o d  a gr e e m e nt wit h t h e 2 A B B C 

m a cr oti m e fit s  w h e n l o o ki n g at F R E T -fr a cti o n s o bt ai n e d fr o m lif eti m e fit s of (2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A ) 

at diff er e nt mi cr o -ti m e p oi nt s ( s e e Fi g. 4 C  a n d c h a pt er s u p pl e m e nt).  Aft er t h e  f a st i niti al 

di m eri z ati o n wi n d o w (i nt er pr et e d a s 2 A -> B 1) , t h e l o n g er M 1 di st a n c e  st art s t o p e a k  t o w ar d s 

1 0 0 0 m s w hil e t h e s h ort er M 2 di st a n c e g o e s d o w n  c o n c urr e ntl y  (i nt er pr et e d a s B 1 -> B 2).  

T hi s o b s er v ati o n i s  cl e arl y i n di c ati n g a c o n s e c uti v e c o nf or m ati o n al hi er ar c h y. T h e n o -F R E T 

di st a n c e a p p e ar s f or t h e fir st ti m e  aft er 1 0 0 0 s a n d st art s t o r ai s e i n fr a cti o n w hil e M 1 k e e p s 

d e cr e a si n g (i nt er pr et e d a s B 1 -> C). I n t er m s of c o nf or m ati o n s,  ri g ht aft er mi xi n g, t h e c o nt a ct 

b et w e e n t h e L G a n d mi d dl e d o m ai n n e e d s  t o l o o s e n/ st art s p a ci ng  t o p u s h t h e l o w-F R E T 

fr a cti o n M 1 u p. U ntil n o w, t h e mi d dl e d o m ai n i s pr o b a bl y  n ot f ull y t ur n e d a w a y fr o m t h e L G.  
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Fi g u r e 4: C o n cl u di n g s c h e m e s  a n d  h y p ot h e si s f or h G B P 1 t r a n siti o n . A. Si m plifi e d 2 A B C m o d el 

yi el d e d  t w o tr a n siti o n r at e s fr o m b ot h i ntr a- a n d i nt er -F R E T d at a s et s : ka  fr o m m o n o m er t o i niti al di m er 

a n d  k c  (i nt er-F R E T  a n d i ntr a-F R E T) t o w ar d s t h e  c o n s e c uti v e ( s e mi-)el o n g at e d di m er.  B . E xt e n d e d  

2 A B B C m o d el yi el d s  thr e e  tr a n siti o n r at e s fr o m i ntr a-F R E T d at a s et s : ka  fr o m m o n o m er t o fl e xi bl e 

di m er , kb fr o m fl e xi bl e di m er t o bri d g e d di m er a n d  or k c  t o w ar d s t h e c o n s e c uti v e ( s e mi-)el o n g at e d 

di m er.  T h e 2 A B B C m o d el yi el d s hi g h er g o o d n e s s of fit a n d i s t h er ef or e pr ef err e d f or t h e i ntr a -F R E T 

m e a s ur e m e nt s.  C . (2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A ) fr a cti o n c h a n g e o v er ti m e. B ef or e/ w hil e i niti ati n g di m eri z ati o n, 

t h e F R E T -p air  i s wit hi n F R E T -r a n g e wit h z er o n o -F R E T  c o ntri b uti o n. A p pr o x. b et w e e n 3 0 0 -1 0 0 0 m s , 

t h e l o n g er di st a n c e fr a cti o n g o e s u p w hil e t h e s h ort er di st a n c e fr a cti o n d e cr e a s e s. Fr o m > 1 0 0 0  m s, 

t h e n o-F R E T di st a n c e c o m e s i nt o a c c o u nt.  D . ( S k et c h e d) d at a fr o m [ 20 ] alr e a d y  s u g g e st s t hr e e r at e s 

a s w ell f or t h e ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A) a n d ot h er p air s. M e a s ur e m e nt m a d e wit h G T P a n d diff er e nt pr ot ei n 

c o n c e ntr ati o n mi g ht c a u s e sli g htl y diff er e nt b e h a vi or.  E . Di m er e q uili bri u m d y n a mi c s s u g g e st e d b y 

V ö p el et al [ 7] c o ul d e x pl ai n t h e B 1 -> B 2 tr a n siti o n o b s er v e d i n o ur d at a.  T h e bri d g e d di m er 

d o mi n at e s t h e e q uili bri u m wit h a fr a cti o n of 9 0 %  m a ki n g it p o s si bl e t o a p pr o xi m at e t h e b a c k r e a cti o n 

c o ntri b uti o n a s z er o i n o ur 2 A B B C m o d el.  
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F or t h e fi n al tr a n siti o n , t h e mi d dl e d o m ai n t ur n s m or e i nt o it s ( s e mi-)el o n g at e d p o siti o n i n g, 

i n cr e a si n g t h e di st a n c e b et w e e n p o s. 2 5 4 a n d p o s. 3 4 4 f urt h er i nt o t h e n o-F R E T di st a n c e.  

A n  ( s e mi-)el o n g at e d c o nf or m ati o n  s u g g e st e d b y H e n g st e n b er g et al. [ 2 0] or  t h e o n e 

si m ul at e d f or h G B P 5 [ 2 4], w h er e t h e m ol e c ul e s ar e s e mi -el o n g at e d/ p arti all y cl o s e d/ ki n k e d , 

b ut ali g n e d , s e e m s li k el y . W e still w a nt t o  s u g g e st t h e p o s si bilit y f or a f ull y el o n g at e d di m er. 

N ot e, t h at a  ki n k e d  di m er i n t h e w a y s u g g e st e d b y [ 2 0] a n d [ 2 4] w o ul d li k el y m e a n a l at e ( B 2 

-> C) r et ur n of all i ntr a-F R E T  p air s i nt o F R E T -di st a n c e, w hi c h i s n ot vi si bl e i n o ur  d at a.  

P o s si bl y, t h e d o m ai n m o v e m e nt s o b s er v e d c o ul d b e s p e cifi c f or G T P γ S w hil e H e n g st e n b er g 

et a l. [ 2 0] di d t h eir e x p eri m e nt wit h G T P.  

 

4 . C o n cl u si o n 

B a s e d o n o ur w or k a n d t h e w or k of ot h er s w e e st a bli s h e d a w or ki n g m o d el w hi c h c a n 

t e m p or all y r e s ol v e a n d str u ct ur all y e x pl ai n t h e f ull tr a n siti o n fr o m m o n o m eri c, u nf ar n e s yl at e d, 

fl u or e s c e ntl y l a b el e d C y s -9 h G B P 1 t o a n e n d p oi nt di m er (t er m e d a s ‘ ( s e mi-)el o n g at e d 

di m er’) u p o n a d diti o n of G T P γ S. A d diti o n all y, t h e w or kfl o w of  o ur  st o p p e d  fl o w T C S P C-s et u p  

w a s s u c c e s sf ull y e st a bli s h e d. T h e  c o nf or m ati o n al  c h a n g e s  o b s er v e d o v er t h e c o ur s e of t h e 

m a cr oti m e w a s  b a s e d o n  fi v e d y e -p air s a v ail a bl e fr o m o ur m e a s ur e m e nt s. Fitti n g  t h e F R E T 

p h ot o n s  wit h t h e m o d el s i ntr o d u c e d i n 2. R e s ult s , w e g ot t hr e e di sti n ct tr a n siti o n r at e s. W hil e 

t h e i nt er-F R E T d at a c o ul d b e fitt e d u si n g t w o r at e s a n d t h e si m plifi e d 2 A B C m o d el, t h e  

i ntr a-F R E T d at a s h o w e d a n i n cr e a s e d g o o d n e s s of fit u si n g a n a d diti o n al t hir d r at e, 

r e n d eri n g t h e 2 A B B C m o d el s u p eri or. T h e 2 A B B C m o d el s h o ul d t h er ef or e b e u s e d f or f urt h er 

d at a s et s, w hil e t h e 2 A B C c a n s er v e a s b a c k -u p t o st a bili z e t h e fit s if t h er e i s o b vi o u s 

o v erfitti n g wit h t h e 2 A B B C. T h e r at e s c o ul d b e i nt er pr et e d b a s e d o n str u ct ur al k n o wl e d g e 

a n d d y e p o siti o ni n g.  I n a d diti o n, w e w er e a bl e t o e xtr a ct di st a n c e s fr o m i n di vi d u al mi cr oti m e 

wi n d o w s b y fl u or e s c e nt lif eti m e fitti n g.  A s e n d p oi nt i n o ur m e a s ur e m e nt wi n d o w, w e pr o p o s e 

a  ( s e mi-)el o n g at e d di m er  w h er e t h e t w o m ol e c ul e s ali g n m o st of t h eir d o m ai n s i n a 

str et c h e d -o ut f a s hi o n.  B ef or e t h e el o n g ati o n, t h e di m er c o ul d b e i n a bri d g e d c o nfi g ur ati o n, a 

str u ct ur e t h at h a s b e e n pr o p o s e d b ef or e.  W e c a n d et e ct a cl e ar c o n s e c uti v e or d er of t h e 

tr a n siti o n s. T h e pr o p o s e d st at e s ar e li k el y s ol uti o n s b a s e d o n t h e d at a w e h a v e b ut p o s si bl e 

a d diti o n al st at e s or e n s e m bl e s a s w ell a s t h e e x a ct m o v e m e nt tr aj e ct ori e s r e m ai n el u si v e.  

 

5 . O utl o o k 

T o cl arif y t hi n g s f urt h er, t h e m e a s ur e m e nt s c o ul d b e r e p e at e d wit h a d diti o n al p air s , diff er e nt 

G T P -a n al o g u e s , i n c o n c e ntr ati o n c ur v e s or wit h t h e f ar n e s yl at e d s p e ci e s. I n t h e li g ht of o ur 

r e s ult s, e s p e ci all y v ari a nt s wit h α 1 3 -d y e s c o ul d b e i nt er e sti n g t o s e e if t h e B 2 st at e i s i n d e e d 

t h e bri d g e d di m er. N o n et h el e s s, t h e e x p eri m e nt s i n t hi s w or k s h a p e d t h e c o n c e pt u al b a si s 
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f or f urt h er e x p eri m e nt s t o el u ci d at e t h e c o n s e c uti v e tr a n siti o n. Cl e a n er a n d m or e e xt e n si v e 

d at a s et s c o ul d e n a bl e e v e n m or e pr e ci s e fit s. Bi oi nf or m ati c s c a n pr o vi d e c o m p ar ati v e  

m o d eli n g t o f urt h er u n d er st a n d h o w h G B P 1  g o e s t hr o u g h it s c o m pl e x tr a n siti o n.  

6 . M et h o d s 

E x p eri m e nt al pr o c e d ur e  

P urifi e d h G B P 1 w a s a v ail a bl e i n  c o n c e ntr at e d ( > µ M)  l a b el e d st o c k s ol uti o n s fr o m pr e vi o u s 

[ 7] a n d r u n ni n g pr oj e ct s. h G B P 1 v ari a nt s  u s e d  w er e t h a w e d a n d filt er e d t hr o u g h 1 0 0 k 

M W C O s pi n -filt er ( M er c k, D ar m st a dt, G er m a n y). T h e c o n c e ntr ati o n of e a c h r e s p e cti v e 

v ari a nt w a s d et er mi n e d  o n a N a n o dr o p 2 0 0 0 s p e ctr o p h ot o m et er ( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, 

W alt h a m ( M A), U S A).  T h e l a b el s w er e Al e x a Fl u or 4 8 8 ( D o n or, D) a n d Al e x a Fl u or 6 4 7 

( A c c e pt or, A), r e s p e cti v el y ( b ot h T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c ). F or S F -T C S P C m e a s ur e m e nt s, 

t w o b uff er s w er e fr e s hl y pr e p ar e d, a pr ot ei n b uff er wit h h G B P 1 a n d a G T P-b uff er wit h 

G T P γ S. T h e f oll o wi n g fi n al c o n c e ntr ati o n s r ef er t o t h e v al u e aft er  1: 1 mi xi n g i n t h e st o p p e d 

fl o w c h a m b er. I n s yri n g e 1, w e l o a d e d pr ot ei n b uff er:  D A -l a b el e d (i ntr a-F R E T) h G B P 1 at 2 0 0 

n M , D -l a b el e d (i nt er-F R E T) h G B P 1 2 0 0 n M a n d A -l a b el e d (i nt er-F R E T) h G B P 1 f or 1 0 µ M  i n 

a s p e ctr o s c o pi c all y cl e a n P B S.  T h e pr ot ei n b uff er  al s o  c o nt ai n e d t h e a m o u nt of u nl a b el e d 

h G B P 1 c al c ul at e d t o fill u p t o  a fi n al h G B P 1 c o n c e ntr ati o n  of  2 5 µ M  (t ot al l a b el e d + 

u nl a b el e d pr ot ei n ) aft er mi xi n g . I n s yri n g e 2, th e G T P -b uff er c o nt ai n e d G T P γ S ( J e n a 

Bi o s ci e n c e, J e n a, G er m a n y) f o r a fi n al c o n ce ntr ati o n  of 2 5 0 µ M  aft er mi xi n g  i n a 

s p e ctr o s c o pi c all y cl e a n P B S b uff er.  

E x p eri m e nt al s et u p  

S F -T C S P C w a s d o n e i n a S X S eri e s S e q u e nti al St o p p e d -Fl o w S a m pl e H a n dli n g U nit 

( A p pli e d P h ot o p h y si c s, L e at h er h e a d, U K) c o u pl e d t o t w o P h ot o m ulti pli er  T u b e s H 7 2 4 2 2 P -4 0 

( H a m a m at s u P h ot o ni c s, H a m a m at s u, J a p a n), o n e u p str e a m wit h a E T 5 3 5/ 3 0 m e mi s si o n 

filt er ( C hr o m a T e c h n ol o g y, B ell o w s F all s ( V T), U S A) a n d t h e ot h er o n e u p str e a m wit h a 

H Q 7 3 0/ 1 4 0 e mi s si o n filt er ( C hr o m a T e c h n ol o g y). P M T s w er e c o ntr oll e d vi a a D C C -1 1 0 c ar d 

( B e c k er & Hi c kl, B erli n, G er m a n y) a n d T C S P C w a s o p er at e d vi a a S P C -8 3 0 c ar d ( B e c k er & 

Hi c kl). E x cit ati o n w a s d o n e wit h L D H -P -C -4 7 0 a n d L D H -P -C -6 3 5 M l a s er di o d e h e a d s 

( Pi c o Q u a nt, B erli n, G er m a n y) o p er at e d b y a P D L 8 0 0 a n d a P D L 8 0 0 -B dri v er u nit. 

E x p eri m e nt s w er e d o n e i n PI E -m o d e a n d u n d er m a gi c -a n gl e c o n diti o n s. R e p etiti o n r at e w a s 

s et t o 2 0 M H z, Ti m e -a m plit u d e c o n v ert er ( T A C) wi n d o w w a s s et t o 6 0 n s. T h e t w o s yri n g e s 

of t h e st o p p e d -fl o w u nit w er e h ol di n g a m a x. v ol u m e of a p pr o x. 1. 2 ml e a c h f or 2 0 s h ot s at 

1 2 0 µl t ot al v ol u m e p er s h ot. T h e li n k t o a d et ail e d  o p er ati o n al  g ui d e c a n b e f o u n d i n C h a pt er 

2 -M et h o d s s u p pl e m e nt 1.  
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F R E T p h ot o n  d at a a n al y si s  o v er m a cr oti m e  ( m at h e m ati c al s ol uti o n) 

T h e f ull d eri v ati o n c a n b e f o u n d i n 2. R e s ult s  a n d  C h a pt er 2 -Writt e n s u p pl e m e nt 1.  

 

Diff u si o n li mit  of e n z y m ati c r e a cti o n s  

T o  a v oi d wr o n g c o n cl u si o n s i n t h e c a s e of v er y f a st r at e s,  w e m u st s h o w t h at t h e  r at e yi el d e d  

f or o ur  i niti al, bi m ol e c ul ar r e a cti o n 2 𝐺
𝑡 𝑐𝐷
→ 𝐶  i s b el o w t h e  t hr e s h ol d of  diff u si o n  li mit e d r at e s. 

T h e diff u si o n li mit  of r at e s of e n z y m ati c r e a cti o n s i n P B S-b uff er at 2 0 ° C i s gi v e n wit h  

𝑁 𝑡𝑐 ( 𝑡 𝑡 𝑟 ) =  
8

3
(

𝑎 𝑛

η
) = 6 .5 ∙ 1 0 9  𝑠 − 1 𝑡 − 1    (7 )  

a n d b y c o m p ari n g t h e li mit (u si n g a c o n c e ntr ati o n of 𝑐 ( ℎ 𝜔 𝑧 𝑡 1 ) = 2 5  µ 𝑡  a n d 𝑟 𝑎 = 2 .7 4  𝑛 − 1 ) 

𝑠 𝐶𝐶 ( ℎ 𝑒 𝑡 𝑐 1 ) =  
𝑡 𝐶

𝐺 ( ℎ 𝑡 𝑐 𝐷 1 )
= 1 .1 ∙ 1 0 5  𝐶 − 1 𝑁 − 1    (8 )  

w e c a n c o n cl u d e t h at t h e i niti al r e a cti o n i s n ot diff u si o n li mit e d, si n c e 𝑡 𝑐𝑡 ( 𝑡 𝑟 𝑎 ) ≫

𝑛 𝑠𝑡 ( ℎ 𝑐 𝜔 𝑧 1 ) . 

 

Fl u or e s c e n c e lif eti m e d at a a n al y si s  

R a w d at a w a s pr e p ar e d u si n g t h e s oft w ar e “ A nI -3 S F” d e v el o p e d i n S ei d el gr o u p, a s p art of 

t h e s oft w ar e p a c k a g e f or m ulti p ar a m et er T C S P C/i m a gi n g. M a cr oti m e d at a w a s m er g e d fr o m 

t h e st art of e a c h s h ot b y u si n g  t h e st o p p e d fl o w i nj e cti o n a s a li n e tri g g er. A d diti o n all y, all 

d at a wit hi n a 1 0 m s ti m e -w ell w a s m er g e d t o f urt h er e n h a n c e p h ot o n st ati sti c s, st arti n g at 5 0 

m s aft er mi xi n g. C o n st a nt m er gi n g wi n d o w of 1 0 m s w a s a p pli e d o v er t h e w h ol e m a cr oti m e. 

All fit s a n d d et ail e d p ar a m et er ar e a v ail a bl e i n  C h a pt er 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 4 . A s a n 

e x a m pl e, t h e d e c a y fitt e d f or t h e 5 5 m s ti m e p oi nt r e pr e s e nt s t h e a v er a g e/ m er g e d d at a fr o m 

a p pr o x. 2 0 r e p e at e d s h ot s a n d all T A C wi n d o w s ( 1 6 6, 6 9 2) i n b et w e e n 5 0 m s a n d 6 0 m s. 

T A C r e s ol uti o n w a s s et t o a 5 1 2 -c h a n n el bi n ni n g, yi el di n g a ti m e r e s ol uti o n of dt = 0. 1 1 7 1 7 

n s. Fl u or e s c e n c e d e c a y a n al y si s w a s d o n e u si n g “ C hi S urf”, a gl o b al a n al y si s pl atf or m f or 

fl u or e s c e n c e d at a d e v el o p e d a s o p e n-s o ur c e s oft w ar e htt p s:// git h u b. c o m/fl u or e s c e n c e -t o ol s. 
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Fi g u r e 5: A. E x e m pl ar y fitti n g s e q u e n c e of t h e 3 4 4 -5 2 5 F R E T -p air, di s pl a yi n g t h e c h a n g e s i n 

fl u o r e s c e n c e lif eti m e o v e r ti m e. M o n o - ( gr e y), bi- ( bl u e) or tri-e x p o n e nti al ( gr e e n) fit s of t h e 3 4 4 -5 2 5 

i ntr a m ol e c ul ar F R E T p air t o e x e m plif y lif eti m e b e h a vi or a n d r e s ulti n g di st a n c e di stri b uti o n s. A.  

Wit h o ut G T P γ S , t h e bi-e x p o n e nti al fit ( bl u e) i s s uffi ci e nt t o d e s cri b e t h e t w o m ai n c o n f or m er s of t h e 

h G B P 1 m o n o m er, r e g ar dl e s s of t h e m a cr oti m e c h o s e n. B.  Wit h G T P γ S a n d at a m a c r oti m e of 1 9 5 

m s , t h e tri-e x p o n e nti al fit ( gr e e n) s h o w s t h e b e st g o o d n e s s, t h e di st a n c e di stri b uti o n i s al m o st e v e n 

b et w e e n t h e t w o m ai n c o nf or m er s of t h e m o n o m er a n d t h e e m er gi n g l o w/ n o -F R E T di st a n c e ( > 1 0 0 Å) 

fr o m t h e di m eri c st at e, m a ki n g t hr e e lif eti m e c o m p o n e nt s m a n d at or y. C. Wit h G T P γ S a n d at a 

m a cr oti m e of 9 5 5 m s , t h e di st a n c e di stri b uti o n i s alr e a d y s hift e d t o w ar d s t h e l o w/ n o-F R E T di st a n c e 

of t h e di m eri c st at e  b ut t h e ot h er t w o fr a cti o n s, i n p arti c ul ar t h e s h ort er o n e, ar e still pr e s e nt i n t h e fit, 

t h u s f a v ori n g a g ai n t h e tri-e x p o n e nti al fit ( gr e e n). D. Wit h G T P γ S a n d at a m a cr oti m e of 2 0 s , t h e 

l o w/ n o-F R E T di st a n c e d o mi n at e s. Still, t h e r e m ai n s of t h e m o n o m eri c di st a n c e s’ fr a cti o n s ar e e xi sti n g 

i n t hi s n e ar-e q uili bri u m st at e b ut c a n b e r e d u c e d t o o n e c o m p o n e nt, cl o s el y m a ki n g t h e bi -e x p o n e nti al 

fit ( bl u e) t h e m o st eli gi bl e. 

 

I n g e n er al, F R E T eff e ct s will a d d a d diti o n al e n er g y tr a n sf er m o d e s, i n cr e a si n g t h e n u m ber of 

e x p o n e nt s n e e d e d t o d e s cri b e t h e fl u or e s c e n c e d e c a y, a s e x e m pl ar y s h o w n i n Fi g. 5 . 

Fl u or e s c e nt d e c a y s of d o n or ( E q. 9 ) d y e wit h o ut t h e p o s si bilit y t o e n g a g e i n F R E T s er v e s a s 

a r ef er e n c e f or d y e b e h a vi or a n d u bi q uit o u s q u e n c hi n g eff e ct s i m pli e d b y t h e pr ot ei n ( e. g. 

q u e n c hi n g a mi n o a ci d s n e xt t o t h e d y e), b uff er b a c k gr o u n d a n d s et u p -s p e cifi c f e at ur e s.  

𝐺 𝑡 |𝑐
𝐷 𝐶 ( 𝑁 ) = ∑ 𝑡 𝑐

𝑡 e x p ( −
𝑡

𝑟 𝑎
𝑛 )𝑠     (9 )   

wit h D O r e pr e s e nti n g t h e d o n or i n a b s e n c e of t h e a c c e pt or, D| D  r e pr e s e nti n g d o n or e mi s si o n 

u p o n d o n or e x cit ati o n, i r e pr e s e nti n g t h e n u m b er of e x p o n e nt s n e e d e d t o fit t h e s y st e m, x D  

r e pr e s e nti n g t h e d o n or fr a cti o n of e a c h e x p o n e nti al e x pr e s si o n a n d τ D  r e pr e s e nti n g t h e d o n or 

lif eti m e of e a c h e x p o n e nti al e x pr e s si o n.  

K n o wi n g t h at t h e d o n or will b e q u e n c h e d b y F R E T i n a d diti o n t o E q. 9 , w e d eri v e E q. 1 0 , 

d e s cri bi n g t h e F R E T -i n d u c e d d o n or d e c a y o n t o p of t h e d o n or-o nl y d e c a y.  

𝑡 𝑐 |𝜔
𝑧 𝑡 ( 𝑡 ) = 𝑟 𝑎 |𝑛

𝑠 𝐶 ( 𝐶 ) ⋅ ∑ 𝑒 𝑡 𝑐 𝑡 𝐶
𝐺 e x p ( − 𝑡 ⋅ 𝑐 𝐷 𝐶 𝑁 𝑡

𝑐 )𝑡    (1 0 )  

wit h D A  r e pr e s e nti n g t h e do n or i n pr e s e n c e of t h e a c c e pt or, x F R E T  r e pr e s e nti n g t h e fr a cti o n of 

m ol e c ul e s u n d er g oi n g F R E T c orr e s p o n di n g t o e a c h F R E T -r at e k F R E T  ( wit h i d e p e n di n g of t h e 

n u m b er of e n er g y tr a n sf er m o d e s d e s cri b e d b y diff er e nt tr a n sf er r at e s).  

T h e s a m e e q u ati o n c a n al s o b e e x pr e s s e d u si n g t h e D A i nt er -d y e di st a n c e R D A  a s s h o w n i n 

E q.  1 1 . 
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𝐺 𝑡 |𝑐
𝐷 𝐶 ( 𝑁 ) = 𝑡 𝑐 |𝑡

𝑡 𝑟 ( 𝑎 ) ⋅ ( 𝑛 𝑠 𝑡 + ∫ 𝑐 ( 𝜔 𝑧 𝑡 ) ⋅ e x p ( − 𝑡 ⋅ 𝑟 0 ⋅ (
𝑎 0

𝑛 𝑠 𝐶
)

6
) 𝐶 𝑒 𝑡 𝑐𝑡 𝐶 𝐺

)   (1 1 )  

wit h p( R D A ) r e pr e s e nti n g t h e D A i nt er-d y e di st a n c e di stri b uti o n, R 0  r e pr es e nti n g t h e F ör st er -

r a di u s (R 0  = 5 2 Å f or Al e x a Fl u or 4 8 8) wit h a c o n st a nt di p ol e ori e nt ati o n f a ct or  κ 2  = 2/ 3, a n d 

k 0  r e pr e s e nti n g t h e i n v ert e d d o n or-o nl y lif eti m e 1/ τ D O  (τ D O  = 4. 0 n s f or Al e x a Fl u or 4 8 8). If t h e 

pr ot ei n w a s l a b el e d i n s uffi ci e ntl y wit h a c c e pt or d y e, t h e a c c e pt or d y e w a s bl e a c h e d or t h e 

d y e s ar e a b o v e t h e m a xi m u m F R E T -di st a n c e f or t h e d y e p air, x D O  a c c o u nt s f or t h e fr a cti o n of 

t h e d o n or o nl y s p e ci e s a s s o ci at e d t o t h e s e eff e ct s. A c c o u nti n g f or u n c ert ai nt y, p( R D A ) w a s 

m o d el e d a s a s u p er p o siti o n of G a u s si a n di stri b uti o n s a s s h o w n i n E q. 1 2  ( e x e m pl ar y f or t w o 

di stri b uti o n s)  

𝑡 ( 𝑐 𝐷 𝐶 ) =
𝑁 1 𝑡

− (
√ 2 ( 𝑐 𝑡 𝑡 − 𝑟 𝑎 𝑛

( 1 )
)

𝑠 𝑡 𝑐
)

2

+ ( 1 − 𝜔 1 ) 𝑧

− (
√ 2 ( 𝑡 𝑡 𝑟 − 𝑎 𝑛 𝑠

( 2 )
)

𝐶 𝐶 𝑒
)

2

√
𝑡

2
⋅𝑐 𝑡 𝐶

   (1 2 )  

Wit h t h e wi dt h of t h e G a u s si a n di stri b uti o n r e pr e s e nt e d b y w D A  = 2 σ . 

f(t) f u n cti o n s w er e fitt e d wit h a n it er ati v e r e-c o n v ol uti o n a p pr o a c h of f(t) t o t h e i n str u m e nt 

r e s p o n s e f u n cti o n (I R F), u si n g a m o difi e d L e v e n b er g -M ar q u ar dt al g orit h m  [ 2 5]. I n 

i n c or p or atin g e x p eri m e nt all y c o n diti o n e d p ar a m et er s s u c h a s li g ht s c att er a n d b a c k gr o u n d, 

t h e m o d el f u n cti o n g(t)  b a s e d o n f(t) i s d eri v e d i n E q. 1 3 . 

𝐵 ( 𝐵 ) = 𝑒 𝑡 ⋅ 𝑐 ( 𝑡 ) ⨂ 𝐵 𝐺 𝑡 ( 𝑐 ) + 𝐷 𝐶 𝑁 ⋅ 𝑡 𝑐 𝑡 ( 𝑡 ) + 𝑟 𝑎    (1 3 )  

Wit h N F  r e pr e s e nti n g t h e n u m b er of fl u or e s c e n c e p h ot o n s fr o m all pr o c e s s e s, N B G  

r e pr e s e nti n g t h e n u m b er of b a c k gr o u n d p h ot o n s ( eit h er a s b a c k gr o u n d fil e or a s fitti n g 

p ar a m et er) a n d  B G  r e pr e s e nti n g t h e d et e ct or off s et. T h e a b s ol ut e v al u e of g(t)  s c al e s wit h 

t h e nu m b er of p h ot o n s i n t h e d at a u s e d f or t h e r e s p e cti v e fit. R e d u c e d c hi -s q u ar e a n d 

D ur bi n -W at s o n t e st ar e utili z e d t o d e s cri b e t h e a gr e e m e nt b et w e e n t h e m o d el f u n cti o n g(t)  

a n d t h e d at a.  
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7 . C h a pt e r 2 R ef er e n c e s  

 

1.  Pr a k a s h, B., Pr a ef c k e, G. J. K., R e n a ult, L., Witti n g h of er, A., H err m a n n, C. Str u ct ur e 

of h u m a n g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n 1 r e pr e s e nti n g a u ni q u e cl a s s of G T P -bi n di n g 

pr ot ei n s . N at ur e , 2 0 0 0, 4 0 3 , 5 6 7-5 7 1. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ 3 5 0 0 0 6 1 7.  

2.  D e gr a n di, D., K o n er m a n n, C., B e ut er -G u ni a, C., Kr e s s e, A.,  W ürt h n er, J., K uri g, S., et 

al. E xt e n si v e c h ar a ct eri z ati o n of I F N -i n d u c e d G T P a s e s m G B P 1 t o m G B P 1 0 i n v ol v e d 

i n h o st d ef e n s e. J o ur n al of I m m u n ol o g y , 2 0 0 7, 1 7 9 , 7 7 2 9-7 7 4 0. D OI: 

1 0. 4 0 4 9/ji m m u n ol. 1 7 9. 1 1. 7 7 2 9.  

3.  Brit z e n -L a ur e nt, N., B a u er, M., B ert o n, V., Fi s c h er, N., S y g u d a, A., R ei p s c hl a g er, S., 

et al. I ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g of g u a n yl at e-bi n di n g pr ot ei n s i s r e g ul at e d b y 

h et er o di m eri z ati o n i n a hi er ar c hi c al m a n n er . P L O S O n e , 2 0 1 0, 5 , 1 1. D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 1 4 2 4 6.  

4.  Kr a v et s, E., D e gr a n di, D., M a, Q. J., P e ul e n, T. O., Kl u m p er s, V., F el e k y a n, S., et al. 

G u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n s dir e ctl y att a c k T o x o pl a s m a g o n dii vi a s u pr a m ol e c ul ar 

c o m pl e x e s . Elif e , 2 0 1 6, 5 . D OI: 1 0. 7 5 5 4/ e Lif e. 1 1 4 7 9. 

5.  K u n z el m a n n, S., Pr a ef c k e, G. J. K., H err m a n n, C. N u cl e oti d e bi n di n g a n d s elf -

sti m ul at e d G T P a s e a cti vit y of h u m a n g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n 1 ( h G B P 1) . 2 0 0 5, 

4 0 4 , 5 1 2-5 2 7. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 7 6 -6 8 7 9( 0 5) 0 4 0 4 5 -0.  

6.  G h o s h, A., Pr a ef c k e, G. J. K., R e n a ult, L., Witti n g h of er, A., H err m a n n, C. H o w 

g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n s a c hi e v e a s s e m bl y -sti m ul at e d pr o c e s si v e cl e a v a g e of G T P 

t o G M P. N at ur e , 2 0 0 6, 4 4 0 , 1 0 1-1 0 4. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 4 5 1 0.  

7.  V ö p el, T., H e n g st e n b er g, C. S., P e ul e n, T. O., Aj aj, Y., S ei d el, C. A. M., H err m a n n, 

C., et al. Tri p h o s p h at e i n d u c e d di m eri z ati o n of h u m a n g u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n 1 

i n v ol v e s a s s o ci ati o n of t h e C-t er mi n al h eli c e s: a j oi nt d o u bl e el e ctr o n-el e ctr o n 

r e s o n a n c e a n d F R E T st u d y. Bi o c h e mi str y , 2 0 1 4, 5 3 , 4 5 9 0-4 6 0 0. D OI: 

1 0. 1 0 2 1/ bi 5 0 0 5 2 4 u.  

8.  Z h u, S., Br a dfi el d, C. J., M a mi ń s k a, A., P ar k, E., Ki m, B., K u m ar, P., et al. Cr y o -E T of 

a h u m a n G B P c o at o m er g o v er ni n g c ell -a ut o n o m o u s i n n at e i m m u nit y t o i nf e cti o n . 

bi o R xi v , 2 0 2 1, 2 0 2 1. 0 8. 2 6. 4 5 7 8 0 4. D OI: 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 1. 0 8. 2 6. 4 5 7 8 0 4.  

9.  P e ul e n, T. O., H e n g st e n b er g, C. S., Bi e hl, R., Di m ur a, M., L or e n z, C., V al eri, A., et al. 

I nt e gr ati v e d y n a mi c str u ct ur al bi ol o g y u n v eil s c o nf or m er s e s s e nti al f or t h e 

oli g o m eri z ati o n of a l ar g e G T P a s e . ar Xi v: Bi ol o gi c al P h y si c s , 2 0 2 0. D OI: 

ar Xi v: 2 0 0 4. 0 4 2 2 9.  

1 0.  Si st e mi c h, L., K ut s c h, M., H ä mi s c h, B., Z h a n g, P., S h y dl o v s k yi, S., Brit z e n -L a ur e nt, 

N., et al. T h e m ol e c ul ar m e c h a ni s m of p ol y m er f or m ati o n of f ar n e s yl at e d h u m a n 



6 7  
 

g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n 1 . J o ur n al of M ol e c ul ar Bi ol o g y , 2 0 2 0, 4 3 2 , 2 1 6 4-2 1 8 5. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.j m b. 2 0 2 0. 0 2. 0 0 9.  

1 1.  Di m ur a, M., P e ul e n, T. O., H a n k e, C. A., Pr a k a s h, A., G o hl k e, H., S ei d el, C. A. M. 

Q u a ntit ati v e F R E T st u di e s a n d i nt e gr ati v e m o d eli n g u nr a v el t h e str u ct ur e a n d 

d y n a mi c s of bi o m ol e c ul ar s y st e m s . C urr e nt O pi ni o n i n Str u ct ur al Bi ol o g y , 2 0 1 6, 4 0 , 

1 6 3 -1 8 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. s bi. 2 0 1 6. 1 1. 0 1 2.  

1 2.  H e n zl er -Wil d m a n, K., K er n, D. D y n a mi c p er s o n aliti e s of pr ot ei n s . N at ur e , 2 0 0 7, 4 5 0 , 

9 6 4 -9 7 2. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 6 5 2 2.  

1 3.  G a n s e n, A., F el e k y a n, S., K ü h n e m ut h, R., L e h m a n n, K., T ot h, K., S ei d el, C. A. M., et 

al. Hi g h  pr e ci si o n F R E T st u di e s r e v e al r e v er si bl e tr a n siti o n s i n n u cl e o s o m e s b et w e e n 

mi cr o s e c o n d s a n d mi n ut e s . N at ur e C o m m u ni c ati o n s , 2 0 1 8, 9 . D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7 -

0 1 8 -0 6 7 5 8 -1.  

1 4.  S a n a bri a, H., R o d ni n, D., H e m m e n, K., P e ul e n, T. O., F el e k y a n, S., Fl ei s s n er, M. R.,  

et al. R e s ol vi n g d y n a mi c s a n d f u n cti o n of tr a n si e nt st at e s i n si n gl e e n z y m e 

m ol e c ul e s . N at ur e C o m m u ni c ati o n s , 2 0 2 0, 1 1 . D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7-0 2 0 -1 4 8 8 6 -w.  

1 5.  Kili c, S., F el e k y a n, S., D or o s h e n k o, O., B oi c h e n k o, I., Di m ur a, M., V ar d a n y a n, H., et 

al. Si n gl e -m ol e c ul e F R E T r e v e al s m ulti s c al e c hr o m ati n d y n a mi c s m o d ul at e d b y H P 1 

al p h a . N at ur e C o m m u ni c ati o n s , 2 0 1 8, 9 . D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7-0 1 7 -0 2 6 1 9 -5.  

1 6.  K u n z el m a n n, S., Pr a ef c k e, G. J. K., H err m a n n, C. Tr a n si e nt ki n eti c i n v e sti g ati o n of 

G T P h y dr ol y si s c at al y z e d b y i nt erf er o n-g a m m a -i n d u c e d h G B P 1 ( h u m a n g u a n yl at e 

bi n di n g pr ot ei n 1) . J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mi str y , 2 0 0 6, 2 8 1 , 2 8 6 2 7-2 8 6 3 5. D OI: 

1 0. 1 0 7 4/j b c. M 6 0 4 9 1 1 2 0 0.  

1 7.  L a k o wi c z, J. R. Pri n ci pl e s of fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y. 3r d e d. 2 0 0 6: S pri n g er.  

1 8.  H ol d e n, S. J. , U p h off, S., H o hl b ei n, J., Y a di n, D., L e R e st e, L., Britt o n, O. J., et al. 

D efi ni n g t h e li mit s of si n gl e -m ol e c ul e F R E T r e s ol uti o n i n TI R F mi cr o s c o p y . 

Bi o p h y si c al J o ur n al , 2 0 1 0, 9 9 , 3 1 0 2-3 1 1 1. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. b pj. 2 0 1 0. 0 9. 0 0 5.  

1 9.  B e c k er, W. T h e b h T C S P C h a n d b o o k. 8t h e d. 2 0 1 9: B e c k er & Hi c kl G m b H.  

2 0.  H e n g st e n b er g, C. S., Str u ct ur al d y n a mi c s a n d i m pli c ati o n s f or di m er f or m ati o n of 

h u m a n g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n 1, P h y si c al a n d bi o p h y si c al c h e mi str y . 2 0 1 3, R u hr 

U ni v er sit y: B o c h u m.  

2 1.  M üll er, B. K., Z a y c hi k o v, E., Br ä u c hl e, C., L a m b, D. C. P ul s e d i nt erl e a v e d e x cit ati o n . 

Bi o p h y si c al J o ur n al , 2 0 0 5, 8 9 , 3 5 0 8-3 5 2 2. D OI: 1 0. 1 5 2 9/ bi o p h y sj. 1 0 5. 0 6 4 7 6 6.  

2 2.  L a k o wi c z, J. R., Gr y c z y n s ki, I., Wi c z k, W., L a c z k o, G., Pr e n d er g a st, F. C., J o h n s o n, 

M. L. C o nf or m ati o n a l di stri b uti o n s of m elitti n i n w at er-m et h a n ol mi xt ur e s fr o m 

fr e q u e n c y-d o m ai n m e a s ur e m e nt s of n o nr a di ati v e e n er g y -tr a n sf er. Bi o p h y si c al 

C h e mi str y , 1 9 9 0, 3 6 , 9 9-1 1 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ 0 3 0 1 -4 6 2 2( 9 0) 8 5 0 1 4 -w.  
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2 3.  H ell e n k a m p, B., S c h mi d, S., D or o s h e n k o, O., O p a n a s y u k, O., K ü h n e m ut h, R., 

A d ari a ni, S. R., et al. Pr e ci si o n a n d a c c ur a c y of si n gl e -m ol e c ul e F R E T 

m e a s ur e m e nt s -a m ulti -l a b or at or y b e n c h m ar k st u d y. N at ur e M et h o d s , 2 0 1 8, 1 5 , 6 6 9-

+. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 2 -0 1 8 -0 0 8 5 -0.  

2 4.  C ui, W., Br a u n, E., W a n g, W., T a n g, J . H., Z h e n g, Y. Y., Sl at er, B., et al. Str u ct ur al 

b a si s f or G T P -i n d u c e d di m eri z ati o n a n d a nti vir al f u n cti o n of g u a n yl at e-bi n di n g 

pr ot ei n s . Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of 

A m eri c a , 2 0 2 1, 1 1 8 . D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 2 0 2 2 2 6 91 1 8.  

2 5.  P hilli p s, D., Dr a k e, R. C., O' C o n n or, D. V., C hri st e n s e n, R. L. Ti m e c orr el at e d si n gl e -

p h ot o n c o u nti n g ( T C S P C) u si n g l a s er e x cit ati o n . A n al yti c al I n str u m e nt ati o n , 1 9 8 5, 1 4 , 

2 6 7 -2 9 2. D OI: 1 0. 1 0 8 0/ 1 0 7 3 9 1 4 8 5 0 8 5 4 3 5 8 1.  
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C h a pt e r 2  S u p pl e m e nt  

C h a pt e r 2 -W ritt e n  s u p pl e m e nt 1: D A T A FI N D E R  

 

A)  A n o p er ati o n m a n u al f or t h e T C S P C -st o p p e d fl o w i s a v ail a bl e at: 

:\M e a s ur e m e nt s @ N e w _ S er v er \St o p p e d Fl o w \O p er ati o n m a n u al st o p p e d fl o w 

s et u p. p df  

B)  R a w d at a fr o m T C S P C -S F i s a v ail a bl e at:  

:\M e a s ur e m e nt s @ N e w _ S er v er \St o p p e d Fl o w \2 0 1 7 \h G B P 1 m e a s ur e m e nt s …  

…  7 _ 2 0 _ 1 7  f or (3 4 4 D/ A, 5 2 5 D/ A ) 

…  8 _ 0 8 _ 1 7  f or 1 8 D + 1 8 A 

…  8 _ 1 4 _ 1 7  f or (3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A ) 

… 8 _ 1 5 _ 1 7 f or (2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A ) 

… 8 _ 2 1 _ 1 7 f or (2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A ) 

… 8 _ 2 4 _ 1 7  f or 3 4 4 D + 4 8 1 A 

C)  Ki n eti c m o d el fit fil e s ( A S CII/t xt) ar e a v ail a bl e at:  

:\K o c h J \T h e si s \h G B P 1 st or y \Ki n eti c m o d el s  

D)  C hi S urf f it fil e s fr o m T C S P C-S F i s a v ail a bl e at:  

:\M e a s ur e m e nt s @ N e w _ S er v er \St o p p e d Fl o w \2 0 1 7 \h G B P 1 m e a s ur e m e nt s \Fit s a n d 

pr o c e s s e d d at a  

E)  I m a g e s a n d t e xt u s e d i n t hi s w or k i s a v ail a bl e at:  

:\K o c h J \T h e si s \h G B P 1 st or y  

 

C h a pt e r 2 -W ritt e n s u p pl e m e nt 2: F ull s ol uti o n f or m ulti st at e e x c h a n g e i n t h e 
pr e s e n c e of a r e c o m bi n ati o n  

L et u s c o n si d er t h e ki n eti c s c h e m e c o n si sti n g of i niti al irr e v er si bl e r e c o m bi n ati o n st e p ( 2 𝐺

𝑡 𝑐
→ 𝐷 ) f oll o w e d b y m ulti st at e di m er (D ) e x c h a n g e (𝐶 1 → 𝑁 2 → 𝑡 ) 

2 𝑐
𝑡 𝑡
→ 𝑟 1 ↔ 𝑎 2 ↔ ...⏞         

𝑛

 ( 14 ) 

T h e c orr e s p o n di n g s y st e m of O D E d e s cri bi n g t h e ki n eti c of r e a g e nt c o n c e ntr ati o n c a n b e 

writt e n a s:  

{
𝑠 𝑡

′ ( 𝑐 )    = − 𝜔 𝑧  𝑡 𝑡
2 ( 𝑟 )

2 𝑎 𝑛
′ ( 𝑠 ) =     𝐶 𝐶  𝑒 𝑡

2 ( 𝑐 ) 𝑡 𝐶 ,𝐺 + 2  𝑡 𝑐  𝐷 𝐶 ( 𝑁 )
 , (1 5 ) 

w h er e 𝑡 𝑐  i s c o n c e ntr ati o n of m o n o m er s, 𝑡 𝑡 = ( 𝑟 𝑎 1 ,𝑛 𝑠 2 ,… ) 𝑡  i s c ol u m n-v e ct or c o n si sti n g of 

c o n c e ntr ati o n s of di m er i n diff er e nt st at e s, 𝑐 𝜔 ,𝑧  i s v e ct or s of pr o b a biliti e s t h at r e c o m bi n ati o n 



7 0  
 

l e a d t o t h e p arti c ul ar di m er st at e, 𝐺 𝑡  i s t h e s p e cifi c r e c o m bi n ati o n r at e c o n st a nt a n d 𝑐 𝐷  i s t h e 

tr a n siti o n r at e m atri x d e s cri bi n g e x c h a n g e b et w e e n di m er st at e s. 

W e a s s u m e t h at at t h e b e gi n ni n g all m ol e c ul e s ar e n ot di m eri z e d a n d t h e c o n c e ntr ati o n of 

m o n o m er s 𝐶 𝑁 ( 𝑡 = 0 ) = 𝑐 𝑡 0 . W e c a n r e writ e E q. 1 6  i n t h e f or m f or fr a cti o n s of m o n o m er u nit s 

i n all r e a g e nt s: 

{
𝑡 𝑟

′ ( 𝑎 )  = − 𝑛 𝑠 ,0  𝑡 𝑐
2 ( 𝜔 )

𝑧 𝑡
′ ( 𝑡 ) =    𝑟 𝑎 .0  𝑛 𝑠

2 ( 𝐶 )  𝐶 𝑒 ,𝑡 + 𝑐 𝑡  𝐶 𝐺 ( 𝑡 )
    ,w h e r e  {

𝑐 𝐷 ( 𝐶 ) =     𝑁 𝑡 ( 𝑐 ) / 𝑡 𝑡 0

𝑟 𝑎 ( 𝑛 ) = 2 𝑠 𝑡
′ ( 𝑐 ) / 𝜔 𝑧 0

𝑡 𝑡 ,0 =  𝑟 𝑎 0  𝑛 𝑠

 (1 6 ) 

T h e s ol uti o n s h o ul d f ulfil i niti al a n d c o n s er v ati o n c o n diti o n s:  

{
𝐶 𝐶 ( 0 ) = 1

𝑒 𝑡 ( 0 ) = 𝑐
  ; 𝑡 𝐶 ( 𝐵 ) + 𝐵 𝑒 ⋅ 𝑡 𝑐 ( 𝑡 ) = 1  (1 7 ) 

T h e e q u ati o n f or m o n o m er s 𝐵 𝐺 ( 𝑡 )  c a n b e s ol v e d s e p ar at el y:  

𝑐 𝐷 ( 𝐶 ) =
1

𝑁 𝑡 ,0  𝑐 + 1
 ( 1 8) 

 

S ol uti o n f or 𝑡 𝑡 ( 𝑟 )  

F or s h ort n e s s , l et u s r e writ e E q . 1 6  i n t h e f or m: 

𝑎 𝑛
′ ( 𝑠 ) =  𝑡 ( 𝑐 ) 𝜔 𝑧 ,𝑡 + 𝑡 𝑟  𝑎 𝑛 ( 𝑠 ) ;    𝐶 ( 𝐶 ) = − 𝑒 𝑡

′ ( 𝑐 ) =
𝑡 𝐶 ,0

( 𝐵 𝐵 ,0  𝑒 + 1 )
2  ( 1 9) 

T hi s i s t h e fir st or d er n o n -h o m o g e n e o u s O D E w hi c h c a n b e s ol v e d b y t h e i nt e gr ati n g f a ct or 

m et h o d. L et u s m ulti pl y b ot h si d e of e q u ati o n b y f a ct or 𝑡 − 𝑐 𝑡  𝐵  t h e n, m o v e t h e t er m wit h 

𝐴 − 𝐴 𝑒  𝑡 𝑐 𝑡  𝐴 𝑡 ( 𝑘 )  t o t h e l eft-h a n d si d e:  

𝑖 − 𝑘 𝑎  𝑒 𝑘 𝑖
′ ( 𝑘 ) − 𝑎 𝑘 𝑖 − 𝑡 𝐸  𝑖  𝑘 𝑖 ( 𝑘 ) =  𝑎 ( 𝑘 ) 𝑖 − 𝑡 𝐸  𝑖 𝑘 𝑖 ,𝑘  ( 2 0) 

N o w t h e l eft -h a n d si d e c a n b e writt e n a s d eri v ati v e of t h e pr o d u ct 𝑎 − 𝐸 𝑖  𝑥  𝑒 𝜈 ( 𝜈 ) , a n d w e g et: 

( 𝑑 − 𝜈 𝑥  𝐴  𝑘 𝑎 ( 𝐵 ) )
′
=  𝑘 ( 𝑏 ) 𝐵 − 𝑘 𝑐  𝐶 𝒙 𝑡 ,𝐴  ( 2 1) 

N o w t h e ri g ht -h a n d si d e i s t h e a nti d eri v ati v e of 𝐵 − 𝐵 𝐶  𝑥  𝐴 𝑡 ( 𝑥 ) . S o, a p pl yi n g t h e F u n d a m e nt al 

T h e or e m of C al c ul u s w e c a n writ e:  

𝐵 − 𝑡 𝑥  𝐵  𝑡 𝑥 ( 𝐶 ) = ∫ 𝑡 ( 𝑘 ) 𝑎 − 𝑡 𝑓  𝑟 𝑘 𝑏 ,𝑘 𝑎 𝑡

𝑘

0

+ 𝑏 𝑘 𝑏 𝑘 𝑐  ( 2 2) 
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N o w w e c a n a p pl y t h e i niti al c o n diti o n 𝐺 𝑡 ( 0 ) = 𝑐  a n d g et 𝐷 𝐶 𝑁 𝑡 𝑐 = 𝑡 . At l a st st e p w e m ulti pl y 

b ot h si d e s b y 𝑡 𝑟 𝑎  𝑛  a n d g et t h e s ol uti o n:  

𝑠 𝑡 ( 𝑐 ) = ∫ 𝜔 ( 𝑧 ) 𝑡 − 𝑡 𝑟  ( 𝑎 − 𝑛 ) 𝑠 𝐶 ,𝐶 𝑒 𝑡

𝑐

0

 ( 2 3) 

N ot e t h at t h e f a ct or 𝑡 − 𝐶 𝐺  𝑡 𝑐 𝐷 ,𝐶  i s t h e s ol uti o n of t h e c o m pl e m e nt ar y ( c) h o m o g e n e o u s O D E: 

𝑁 𝑡
( 𝑐 ) ′

( 𝑡 ) =    𝑡 𝑟  𝑎 𝑛
( 𝑠 )

( 𝑡 ) ;  𝑐 𝜔
( 𝑧 )

( 0 ) = 𝑡 𝑡 ,𝑟  ( 2 4) 

 

W hi c h d e s cri b e t h e ki n eti c of di m er s ( 𝑎 1 → 𝑛 2 → 𝑠 ) i n t h e a b s e n c e of r e c o m bi n ati o n a n d wit h 

i niti al fr a cti o n s e q u al t o 𝐶 𝐶 ,𝑒 . 

S o, t h e f or m al s ol uti o n f or t h e m o n o m er fr a cti o n s i n t h e di m er st at e s i s t h e c o n v ol uti o n ( ∗ ): 

𝑡 𝑐 ( 𝑡 ) = − 𝐶 𝐵
′ ( 𝐵 ) ∗ 𝑒 𝑡

( 𝑐 ) ( 𝑡 ) = − ∫ 𝐵 𝐺
′ ( 𝑡 ) 𝑐 𝐷 𝐶 ( 𝑁 − 𝑡 ) 𝑐 𝑡 ,𝑡    𝑟 𝑎

𝑛

0

𝑠 𝑡
( 𝑐 ) ( 𝜔 ) = 𝑧 𝑡 𝑡  𝑟 𝑎 𝑛 ,𝑠

𝐶 𝐶
′ ( 𝑒 ) = −

𝑡 𝑐 ,0

( 𝑡 𝐶 ,0  𝐵 + 1 )
2

, (2 5 ) 

T h e m atri x e x p o n e nti al 𝐵 𝑒 𝑡  𝑐  c a n b e c al c ul at e d u si n g ei g e n v al u e d e c o m p o siti o n ( E V D) of 𝑡 𝐵  

m atri x. T hi s gi v e s t h e n e xt e x pr e s si o n f or 𝐴 𝐴
( 𝑒 ) ( 𝑡 ) : 

𝑐 𝑡
( 𝐴 ) ( 𝑡 ) = ∑ 𝑘 𝑖 𝑘

− 𝑎 𝑒  𝑘

𝑖 − 1

𝑘= 0

, 𝑎 𝑘 = 𝑖 𝑡 ( 𝐸 𝑖 ⋅ 𝑘 𝑖 ,𝑘 )  (2 6 ) 

w h er e 𝑎  i s t h e n u m b er of di m er st at e s, 𝑘 𝑖  ar e n e g at e d ei g e n -v al u e s of 𝑡 𝐸  a n d 𝑖 𝑘 ,𝑖 𝑘  ar e 

c orr e s p o n di n g l eft a n d ri g ht ei g e n -v e ct or s.  

T h e n t h e w h ol e s ol uti o n i n t h e pr e s e n c e of a r e c o m bi n ati o n i s:  

{
 
 

 
 𝑎 𝐸 ( 𝑖 𝑥 ,0 ,𝑒 ) =

1

𝜈 𝜈 ,0  𝑑 + 1

𝜈 𝑥 ( 𝐴 ) = ∑ 𝑘 𝑎 𝐵𝑘 ( 𝑏 𝐵 ,𝑘 𝑐 ,0 ,𝐶 )

𝒙 − 1

𝑡= 0 
𝐴 𝐵 = 𝐵 𝐶 ( 𝑥 𝐴 ⋅ 𝑡 𝑥 ,𝐵 )

𝑡𝑥 ( 𝐵 ,𝑡 0 ,𝑥 ) ≝ − 𝐶 𝑡
′ ( 𝑘 0 ,𝑎 ) ∗ 𝑡 − 𝑓  𝑟

 (2 7 ) 
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D eri v ati o n of f u n cti o n 𝐺 𝑡 ( 𝑐 ,𝐷 𝐶 ,𝑁 )  

Fir st, w e c a n u s e i nt e gr ati o n b y p art s a n d r e writ e t h e c o n v ol uti o n i n t h e f or m i n v ol vi n g 𝑡 𝑐 ( 𝑡 )  

fr a cti o n i n st e a d of it s d eri v ati v e: 

 

𝑡𝑟 ( 𝑎 ,𝑛 0 ,𝑠 ) = − 𝑡 𝑐
′ ( 𝜔 0 ,𝑧 ) ∗ 𝑡 − 𝑡  𝑟 = − 𝑎 𝑛 ( 𝑠 0 ,𝐶 )  + 𝐶 − 𝑒  𝑡 + 𝑐 ( 𝑡 𝐶 ( 𝐺 0 ,𝑡 ) ∗ 𝑐 − 𝐷  𝐶 )

𝑁𝑡 ( 𝑐 ,𝑡 0 ,𝑡 ) = −
1

𝑟 0  𝑎 + 1
+ 𝑛 − 𝑠  𝑡 + 𝑐 (

1

𝜔 0  𝑧 + 1
∗ 𝑡 − 𝑡  𝑟 )

 

𝑎 (
1

𝑛 0  𝑠 + 1
∗ 𝐶 − 𝐶  𝑒 ) = 𝑡 ∫

1

1 + 𝑐 0 𝑡
 𝐶 − 𝐵  ( 𝐵 − 𝑒 ) 𝑡 𝑐

𝑡

0⏟               

𝐵 = 𝐺  𝑡 +
𝑐
𝐷 0

𝐶 =
𝑁
𝑡

−
1
𝑐 0

𝑡 𝑡 =
1
𝑟

𝑎 𝑛

=
𝑠

𝑡 0
𝑐

− (
𝜔
𝑧 0

+ 𝑡  𝑡 )
       ∫

𝑟 𝑎

𝑛
 𝑠 𝐶

𝐶
𝑒 0

+ 𝑡  𝑐

𝑡
𝐶 0

     

⏟           

𝐵𝐵 (
𝑒
𝑡 0

+ 𝑐  𝑡 ) − 𝐵𝐴 (
𝐴
𝑒 0

)

 ( 28 ) 

 

T hi s r e s ult s i n (i n di c e s h ar m o ni z e d t o E q. 1 -5  a s 𝑡 0 = 𝑐 𝑡 ;  𝐴 =  𝑡 𝑘 ;  𝑖 ∈ { 𝑘 ,𝑎 } ) 

𝑒𝑘 ( 𝑖 𝑘 ,𝑎 𝑘 ,𝑖 ) ≝ − 𝑡 𝐸
′ ( 𝑖 𝑘 ,𝑖 ) ∗ 𝑘 − 𝑎 𝑘  𝑖 = −

1

𝑡 𝐸  𝑖 + 1
+ 𝑘 − 𝑖 𝑘  𝑎 +

𝐸 𝑖

𝑥 𝑒

𝜈
− (

𝜈 𝑑
𝜈 𝑥

+ 𝐴 𝑘  𝑎 )
( 𝐵𝑘 (

𝑏 𝐵

𝑘 𝑐

+ 𝐶 𝒙  𝑡 ) − 𝐴𝐵 (
𝐵 𝐶

𝑥 𝐴

) )  (2 9 ) 

w h er e 𝑡𝑥 ( 𝐵 )  i s t h e e x p o n e nti al i nt e gr al f u n cti o n: 

 

𝑡𝑥 ( 𝐵 ) = ∫
𝑡 𝑥

𝐶
 𝑡 𝑘

𝑎

− ∞

 (3 0 ) 

 

T h e fitti n g of t h e st o p -fl o w d at a pr e s e nt e d i n t hi s w or k w a s d o n e u si n g t h e n u m eri c al E V D  

a n d E q. 2 9  a b o v e. H o w e v er, f or si m pl e e x c h a n g e s c h e m e s t h e r el a x ati o n r at e s 𝑡 𝑓  a n d 

a m plit u d e s v e ct or s 𝑟 𝑘  c a n b e c al c ul at e d a n al yti c all y. T h u s, f or t h e 3 -st at e di m er wit h 𝑏 𝑘 ,𝑎 =

( 1 ,0 ,0 ) 𝑡  (i n t hi s w or k w e a s s u m e d t h at m o n o m er s al w a y s r e c o m bi n at e i nt o t h e st at e 𝑘 1 ) a n d 

e x c h a n g e s c h e m e 𝑏 1

𝑘 𝑏
→ 𝑘 2

𝑐 𝑓
→ 𝑟  t h e y ar e: 

𝑘 0 = 0 ; 𝑐 1 = 𝑘 𝑎 ; 𝑡 2 = 𝑓 𝑟 ;

𝑘 0 = (
0
0
1
) ; 𝑏 1 =

(

 
 

1

−
𝑘 𝑎

𝑡 𝑘 − 𝑎 𝑡

   
𝑘 𝑏

𝑘 𝑏 − 𝑘 𝑐 )

 
 

; 𝑓 2 =

(

 
 

0

   
𝑟 𝑘

𝑐 𝑘 − 𝑎 𝑡

−
𝑘 𝑐

𝑘 𝑏 − 𝑘 𝑐 )

 
 

;
 (3 1 ) 
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S o, t h e di m er p art of s ol uti o n i s:  

3  st at e  di m e r : 𝐺 𝑡 ( 𝑐 ) = (

𝐷 𝐶 1 ( 𝑁 )

𝑡 𝑐 2 ( 𝑡 )

𝑡 𝑟 ( 𝑎 )
) =

{
 
 

 
 

   𝑛𝑠 ( 𝑡 𝑐 ,𝜔 𝑧 ,0 ,𝑡 )

𝑡 𝑟

𝑎 𝑛 − 𝑠 𝐶

( 𝐶𝑒 ( 𝑡 𝑐 ,𝑡 𝐶 ,0 ,𝐺 ) − 𝑡𝑐 ( 𝐷 𝐶 ,𝑁 𝑡 ,0 ,𝑐 ) )

1 −
1

1 + 𝑡 𝑡  𝑟
−

𝑎 𝑛

𝑠 𝑡 − 𝑐 𝜔

𝑧𝑡 ( 𝑡 𝑟 ,𝑎 𝑛 ,0 ,𝑠 ) +
𝐶 𝐶

𝑒 𝑡 − 𝑐 𝑡

𝐶𝐵 ( 𝐵 𝑒 ,𝑡 𝑐 ,0 ,𝑡 )

 (3 2 ) 

  

T h e e x pr e s si o n f or t h e 2 -st at e s c h e m e 𝐵
𝐺 𝑡
→ 𝑐  c a n b e o bt ai n e d fr o m 3 -st at e s ol uti o n a b o v e b y 

s etti n g 𝐷 𝐶 → ∞ ,𝑁 𝑡 = 𝑐  a n d 𝑡 𝑡 = 𝑟 𝑎 1 ( 𝑛 ) + 𝑠 𝑡 2 ( 𝑐 ) : 

2  st at e  di m e r : 𝜔 𝑧 ( 𝑡 ) = (
𝑡 𝑟 ( 𝑎 )

𝑛 𝑠 ( 𝐶 )
) = {

   𝐶𝑒 ( 𝑡 ,𝑐 𝑡 ,0 ,𝐶 )

1 −
1

1 + 𝐵 𝐵  𝑒
− 𝑡𝑐 ( 𝑡 ,𝐵 𝐴 ,0 ,𝐴 )

 (3 3 ) 

 

C h a pt e r 2 -W ritt e n s u p pl e m e nt 3 : Ti m e -d e p e n d e n c y of  k a  

I n g e n er al, a s p e cifi c r e a cti o n r at e i s ti m e -d e p e n d e nt: 𝑒 𝑡 = 𝑐 𝑡 ( 𝐴 ) . W e a s s u m e d a ti m e -

i n d e p e n d e nt 𝑡 𝑘  t o m a k e o ur s ol uti o n p o s si bl e. T hi s a s s u m pti o n will b e v ali d at e d i n t h e 

f oll o wi n g s u p pl e m e nt al p art. W e c a n a s s u m e t h at t h e di m eri z ati o n ki n eti c s f oll o w s t h e 

S m ol u c h o w s ki t h e or y. T hi s m e a n s,  t h at t h e di m eri z ati o n f oll o w e d t h e diff u si o n-c o ntr oll e d 

c olli si o n  h a p p e n s wit h pr o b a bilit y 𝑖 𝑘𝑎 𝑒 = 1 . T h e n t h e S m ol u c h o v s ki t h e or y pr e di ct s t h at t h e 

s p e cifi c r e a cti o n r at e i s:  

𝑘 𝑖 ( 𝑘 ) = 4 𝑎 𝑘 𝑖 𝑡 𝐸 ( 1 +
𝑖

√ 𝑘 𝑖 𝑘
)  ( 3 4) 

T h e n, t h e c o n diti o n f or 𝑎 𝑘  =  c o n st a nt  i s: 

𝑖

√ 𝑡 𝐸 𝑖
≪ 1     ⇒     𝑘 ≫  

𝑖 2

𝑘 𝑎
 ( 3 5) 

U si n g t h e Ei n st ei n diff u si o n r el ati o n  

𝐸 𝑖 =
𝑥 𝑒 𝜈

6 𝜈  𝑑  𝜈 𝑥
 ( 3 6) 

w h er e 𝐴 𝑘  i s m ol e c ul ar r a di u s. S o w e  c a n writ e:  

𝑎 ≫  
6  𝐵  𝑘 2 𝑏 𝐵

𝑘 𝑐 𝐶
 ( 3 7) 

T h e n, t a ki n g 𝒙 𝑡 ≈ 1 0 − 8 𝐴 , 𝐵 ≈ 2 𝐵 𝐶 , 𝑥 = 1 0 − 3 𝐴 𝑡

𝑥  𝐵
,𝑡 = 3 0 0 𝑥 , w e g et: 
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𝐺 ≫  
6  𝑡  𝑐 2 𝐷 𝐶

𝑁 𝑡 𝑐
≈

6 × 4 × 1 0 − 3 × 1 0 − 2 4

3 0 0 × 1 .3 8 × 1 0 − 2 3  
 𝑡 ≈ 1 0 − 5 𝑡  ( 3 8) 

 

I n o ur m e a s ur e m e nt s t h e s m all e st ti m e i s ∆ 𝑟 = 1 0 − 2 𝑎 ≫ 1 0 − 5 𝑛 , t hi s v ali d at e s o ur a s s u m pti o n 

t h at 𝑠 𝑡  c a n b e tr e at e d ti m e -i n d e p e n d e ntl y. 

 

 

C h a pt e r 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 1: I nt e r -F R E T - 2 A B C fit r e s ult s (r e d p h ot o n s)  

T h e r e s ult of j oi nt fitti n g  of i nt er -F R E T p ai r s 1 8 D + 1 8 A, 3 4 4 D + 4 8 1 A wit h 2 A B C m o d el  

I nt er-F R E T d at a w a s n ot  w ei g ht e d wit h c orr e s p o n di n g d o n or bri g ht n e s s pr o p orti o n al t o 
effi ci e n ci e s si n c e, t h er ef or e n o di st a n c e s w er e fitt e d. “i nit” = st arti n g v al u e. 

P ar a m et er  V al u e  
R e d u c e d c hi -s q u ar e  1. 0 2 8 4  
A k ai k e i nf or m ati o n crit eri o n  1 7 4. 1 8 9 4  
B a y e si a n i nf or m ati o n crit eri o n  2 1 4. 3 8 4 5  
k b  1. 5 6 9 1 e -0 4 +/ - 3. 1 9 7 2 e -0 6 ( 2. 0 4 %) (i nit = 0. 0 0 0 1 3 9 2)  

r ( k b/ k a)  0. 0 5 7 2 +/ - 0. 0 0 6 6 0 4 ( 1 1. 5 4 %) (i nit = 0. 0 1)  

Off s et 1 8 D + 1 8 A  4 1 3 2. 5 4 0 4 +/ - 2 2. 4 9 3 8 3 1 ( 0. 5 4 %) (i nit = 3 9 0 0)  

S c ali n g 1 8 D + 1 8 A  4 4 9. 5 1 3 4 +/ - 2 2. 0 8 4 4 8 5 ( 4. 9 1 %) (i nit = 6 0 0)  

Off s et 3 4 4 D + 4 8 1 A  1 0 3 5 4. 6 9 1 1 +/ - 8. 2 8 0 8 9 7 ( 0. 0 8 %) (i nit = 1 0 3 0 0)  

S c ali n g 3 4 4 D + 4 8 1 A  1 3 3 7. 5 4 8 2 +/ - 7. 7 7 6 8 4 7 ( 0. 5 8 %) (i nit = 1 3 5 0)  

1/ k b  6 3 7 2. 9 3 9 5  +/ - 1 3 0. 0 0 9 2 0 0  m s  

1/r ( k a/ k b) 1 7. 4 8 1 3  +/ - 2. 0 1 7 3 4 2  m s  

1/ k a  3 6 4. 5 5 6 8 +/ - 4 9. 5 0 6 8 1 3  m s  

 

 

C h a pt e r 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 2: I ntr a -F R E T - 2 A B C fit r e s ult s (r e d p h ot o n s)  

T h e r e s ult of j oi nt fitti n g of i ntr a -F R E T p ai r s ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A); ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A); 
( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A) wit h 2 A B C m o d el) 

L ar g e u n c ert ai nti e s f or di st a n c e s a n d off s et n ot s h o w n si n c e E h a s n ot e n o u g h r e stri cti o n s. 
Di st a n c e s w er e o nl y u s e d t o st a bili z e t h e fitti n g of r at e s a n d ar e n ot e x pli cit.  

P ar a m et er  V al u e  
R e d u c e d c hi -s q u ar e  1. 1 7 2 6  
A k ai k e i nf or m ati o n crit eri o n  1 4 4 6. 7 8 7 8  
B a y e si a n i nf or m ati o n crit eri o n  1 5 6 0. 4 4 0 8  
k a (fi x e d t o k a f r o m i nt er -F R E T)  0. 0 0 2 7  (fi x e d) 

k b  0 (fi x e d)  
k c  2. 3 4 3 6 e -0 4 +/ - 4. 0 0 2 9 e -0 6 ( 1. 7 1 %) (i nit = 0. 0 0 0 1 2 6)  

Off s et ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  9 6 6. 7 3 1 5  (i nit = 1 1 2 0) 

S c ali n g ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  2 4 2 0. 9 0 9 8 (i nit = 2 5 2 8) 

R 1 ( st at e A) ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  7 5. 3 3 0 6 (i nit = 7 3)  

R 2 ( st at e B) ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  8 7. 8 1 9 4 (i nit = 8 2)  
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R 3 ( st at e C) ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  9 5. 0 9 9 8 (i nit = 8 9)  

Off s et ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  2 1 9 1. 6 5 7 0 (i nit = 2 1 8 3)  

S c ali n g ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  3 1 1 2. 7 7 1 0 (i nit = 3 8 2 8) 

R 1 ( st at e A) ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  4 9. 3 7 4 7 (i nit = 5 2)  

R 2 ( st at e B) ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  6 9. 7 1 4 2  (i nit = 6 9) 

R 3 ( st at e C) ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  1 2 0. 6 8 4 9 (i nit = 1 5 0)  

Off s et ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  1 0 6 0. 7 5 8 3 (i nit = 1 1 3 0)  

S c ali n g ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  3 0 1 2. 7 3 4 7 (i nit = 3 3 5 7) 

R 1 ( st at e A) ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  2 8. 3 3 4 9 (i nit = 4 4)  

R 2 ( st at e B) ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  7 0. 6 6 0 6 (i nit = 7 7)  

R 3 ( st at e C) ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  9 1. 9 1 7 9 (i nit = 1 2 3)  
 

 

C h a pt e r 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 3 : I ntr a-F R E T - 2 A B B C fit r e s ult s (r e d p h ot o n s)  

( T h e r e s ult of j oi nt fitti n g of i ntr a -F R E T p air s ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A); ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A); 
( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A) wit h 2 A B B C m o d el)  

L ar g e u n c ert ai nti e s f or di st a n c e s a n d off s et n ot s h o w n si n c e E h a s n ot e n o u g h r e stri cti o n s. 
Di st a n c e s w er e o nl y u s e d t o st a bili z e t h e fitti n g  of r at e s a n d ar e n ot e x pli cit. Fr a cti o n s x 2, x 3, 
x 4 w er e a d d e d a n d fitt e d gl o b all y t o st a bili z e t h e fit f urt h er.  

P ar a m et er  V al u e  
R e d u c e d c hi -s q u ar e  1. 0 1 7 1  
A k ai k e i nf or m ati o n crit eri o n  1 7 3. 7 3 5 8  
B a y e si a n i nf or m ati o n crit eri o n  3 2 2. 9 0 5 4  
k a (fi x e d t o k a f r o m i nt er-F R E T)  0. 0 0 2 7  (fi x e d) 

k b  0. 0 0 1 2 +/ - 4. 4 7 8 9 e -0 5 ( 3. 7 5 %) (i nit = 0. 0 0 1 5)  

k c  1. 1 5 1 6 e -0 4 +/ - 4. 6 2 8 0 e -0 6 ( 4. 0 2 %) (i nit = 0. 0 0 0 1 2 6)  

Off s et ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  1 1 2 8. 2 8 1 0 5 (i nit = 1 1 2 0)  

S c ali n g ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  2 5 3 7. 3 8 5 7 6 (i nit = 2 5 2 8)  

R 1 ( st at e A) ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  6 6. 6 2 5 8 3 8 8 (i nit = 7 3)  

R 2 ( st at e B 1) ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  6 8. 5 9 5 2 0 3 6 (i nit = 6 9)  

R 3 ( st at e B 2) ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  8 2. 4 8 5 3 2 1 3 (i nit = 8 2)  

R 4 ( st at e C) ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  8 9. 6 3 7 3 9 5 2 (i nit = 8 9)  

Off s et ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  2 1 8 0. 0 7 8 7 1 (i nit = 2 1 8 3)  

S c ali n g ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  3 9 2 0. 4 4 2 2 6 (i nit = 3 8 2 8)  

R 1 ( st at e A) ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  4 1. 2 1 8 9 7 8 2 (i nit = 5 2)  

R 2 ( st at e B 1) ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  5 2. 4 4 6 9 3 0 1 (i nit = 5 1)  

R 3 ( st at e B 2) ( 2 5 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  7 0. 4 0 7 6 2 4 7 (i nit = 6 9)  

R 4 ( st at e C) ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  1 6 8. 9 9 7 7 2 0 (i nit = 1 5 0) 

Off s et ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  2 1 8 0. 0 7 8 7 1 (i nit = 2 1 8 3)  

S c ali n g ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  3 4 5 0. 7 2 6 8 3 (i nit = 3 3 5 7)  

R 1 ( st at e A) ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  3 5. 0 2 4 1 3 5 9 (i nit = 4 4)  

R 2 ( st at e B 1) ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  5 1. 1 3 8 0 1 5 6 (i nit = 5 0)  

R 3 ( st at e B 2) ( 3 4 4 D/ A, 5 4 0 D/ A)  7 9. 9 3 0 6 3 2 4 (i nit = 7 7)  

R 4 ( st at e C) ( 2 5 4 D/ A, 3 4 4 D/ A)  1 1 9. 6 6 7 3 2 2 (i nit = 1 2 3)  

x 2 ( gl o b al)  0. 7 8 6 4 (i nit = 0. 5)  

x 3 ( gl o b al)  0. 2 1 3 5 0 1 9 1 (i nit = = ' 1 -x 1')  

x 4 ( gl o b al)  0 (fi x e d)  
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C h a pt e r 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 4 : 1 8 D-1 8 A i nt e r -F R E T  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n t e xt.  

Ti m e -p oi nt 
[ m s] 

5 5  1 2 5  1 9 5  2 5 5  3 0 5  6 2 5  9 5 5  3 0 6 5  7 9 9 7  2 0 0 0 1  

D O nl y  0. 9 9 2  0. 9 5 3  0. 8 7 4  0. 8 8 7  0. 8 1 0  0. 6 4 2  0. 5 8 6  0. 4 1 7  0. 2 8 1  0. 2 9 5  

R( G, 1)  6 2. 0 0 0  6 2. 0 0 0  6 2. 0 0 0  6 2. 0 0 0  6 2. 0 0 0  6 2. 0 0 0  6 2. 0 0 0  6 2. 0 0 0  6 2. 0 0 0  6 2. 0 0 0  

R( G, 2)  4 5. 0 0 0  4 5. 0 0 0  4 5. 0 0 0  4 5. 0 0 0  4 5. 0 0 0  4 5. 0 0 0  4 5. 0 0 0  4 5. 0 0 0  4 5. 0 0 0  4 5. 0 0 0  

R 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  

b g  0. 1 8 9  0. 7 0 9  0. 9 4 0  0. 3 4 6  0. 0 0 0  0. 2 5 2  0. 3 9 7  0. 7 9 2  0. 5 4 2  0. 0 8 3  

dt  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

k( G, 1)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k( G, 2)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

k a p p a 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 7 8. 2 6 2  9 9. 9 9 9  1. 5 2 1  9 9. 9 9 8  1 0 0. 0 0 0  1 5. 2 1 9  9 9. 9 9 9  9 9. 5 7 3  9 9. 2 7 0  9 9. 5 9 0  

n 0  
6 9 4 3. 1
2 8  

6 8 1 9. 9 6
7  

6 9 4 2. 0 0
8  

6 8 7 6. 9 9
0  

6 9 1 2. 7 5
8  

6 9 9 2. 6 7
9  

6 9 8 7. 6 6
4  

6 9 6 6. 8 4
6  

7 1 7 3. 2 5
1  

7 0 6 0. 9 0
8  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  

s( G, 1)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s( G, 2)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  

t 0 4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 3. 9 8 6  3. 9 8 6  3. 9 8 6  3. 9 8 6  3. 9 8 6  3. 9 8 6  3. 9 8 6  3. 9 8 6  3. 9 8 6  3. 9 8 6  

t L 2 0. 2 3 4  0. 2 3 4  0. 2 3 4  0. 2 3 4  0. 2 3 4  0. 2 3 4  0. 2 3 4  0. 2 3 4  0. 2 3 4  0. 2 3 4  

t L 3 1. 9 2 6  1. 9 2 6  1. 9 2 6  1. 9 2 6  1. 9 2 6  1. 9 2 6  1. 9 2 6  1. 9 2 6  1. 9 2 6  1. 9 2 6  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s -0. 0 0 6  -0. 0 0 6  -0. 0 0 6  -0. 0 0 6  -0. 0 0 6  -0. 0 0 6  -0. 0 0 6  -0. 0 0 6  -0. 0 0 6  -0. 0 0 6  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x( G, 1)  0. 8 6 0  0. 8 6 0  0. 8 6 0  0. 8 6 0  0. 8 6 0  0. 8 6 0  0. 8 6 0  0. 8 6 0  0. 8 6 0  0. 8 6 0  

x( G, 2)  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  

x L 1  0. 7 4 7  0. 7 4 7  0. 7 4 7  0. 7 4 7  0. 7 4 7  0. 7 4 7  0. 7 4 7  0. 7 4 7  0. 7 4 7  0. 7 4 7  

x L 2  0. 1 1 4  0. 1 1 4  0. 1 1 4  0. 1 1 4  0. 1 1 4  0. 1 1 4  0. 1 1 4  0. 1 1 4  0. 1 1 4  0. 1 1 4  

x L 3  0. 1 3 9  0. 1 3 9  0. 1 3 9  0. 1 3 9  0. 1 3 9  0. 1 3 9  0. 1 3 9  0. 1 3 9  0. 1 3 9  0. 1 3 9  

C hi 2r  1. 0 8 0 3  1. 0 5 7 1  1. 0 3 2 8  1. 0 1 8 0  1. 2 2 5 6  1. 0 0 5 4  0. 8 9 3 4  1. 1 3 3 0  0. 8 3 5 9  0. 9 5 8 9  
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C h a pt e r 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 5 : 3 4 4 D-4 8 1 A i nt er -F R E T  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n t e xt.  

Ti m e -p oi nt 
[ m s] 

5 5  1 2 5  1 9 5  2 5 5  3 0 5  6 2 5  9 5 5  3 0 6 5  7 9 9 7  2 0 0 0 1  

D O nl y  0. 9 5 2  0. 9 8 3  0. 9 5 1  0. 9 2 2  0. 9 5 3  0. 9 4 1  0. 7 3 5  0. 6 0 9  0. 4 9 7  0. 3 7 9  

R( G, 1)  5 8. 5 0 0  5 8. 5 0 0  5 8. 5 0 0  5 8. 5 0 0  5 8. 5 0 0  5 8. 5 0 0  5 8. 5 0 0  5 8. 5 0 0  5 8. 5 0 0  5 8. 5 0 0  

R( G, 2)  4 1. 0 0 0  4 1. 0 0 0  4 1. 0 0 0  4 1. 0 0 0  4 1. 0 0 0  4 1. 0 0 0  4 1. 0 0 0  4 1. 0 0 0  4 1. 0 0 0  4 1. 0 0 0  

R 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  

b g  0. 6 4 2  0. 7 9 2  0. 5 4 3  0. 5 8 3  0. 8 5 0  0. 3 7 9  1. 0 2 3  0. 9 7 8  0. 6 9 2  0. 0 4 0  

dt  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

k( G, 1)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k( G, 2)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

k a p p a 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 9 9. 9 8 6  9 9. 9 1 3  3. 0 4 6  9 9. 9 9 9  9 9. 8 9 9  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  9 9. 9 9 9  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  

n 0  
1 5 0 8 2. 3
9 8  

1 4 7 4 2. 7 8
6  

1 4 9 2 1. 0 1
1  

1 5 2 5 4. 9 0
3  

1 4 9 8 2. 0 9
1  

1 4 8 6 4. 7 9
0  

1 4 5 2 5. 6 2
9  

1 4 7 1 2. 8 8
3  

1 4 6 4 2. 8 5
9  

1 4 8 7 8. 7 1
7  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  

s( G, 1)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s( G, 2)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  

t 0 4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 4. 0 9 0  4. 0 9 0  4. 0 9 0  4. 0 9 0  4. 0 9 0  4. 0 9 0  4. 0 9 0  4. 0 9 0  4. 0 9 0  4. 0 9 0  

t L 2 2. 0 7 0  2. 0 7 0  2. 0 7 0  2. 0 7 0  2. 0 7 0  2. 0 7 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  

t L 3 0. 2 9 0  0. 2 9 0  0. 2 9 0  0. 2 9 0  0. 2 9 0  0. 2 9 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s 0. 0 7 1  0. 0 7 1  0. 0 7 1  0. 0 7 1  0. 0 7 1  0. 0 7 1  0. 0 7 1  0. 0 7 1  0. 0 7 1  0. 0 7 1  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x( G, 1)  0. 6 2 6  0. 6 2 6  0. 6 2 6  0. 6 2 6  0. 6 2 6  0. 6 2 6  0. 6 2 6  0. 6 2 6  0. 6 2 6  0. 6 2 6  

x( G, 2)  0. 3 7 4  0. 3 7 4  0. 3 7 4  0. 3 7 4  0. 3 7 4  0. 3 7 4  0. 3 7 4  0. 3 7 4  0. 3 7 4  0. 3 7 4  

x L 1  0. 8 1 5  0. 8 1 5  0. 8 1 5  0. 8 1 5  0. 8 1 5  0. 8 1 5  0. 8 1 5  0. 8 1 5  0. 8 1 5  0. 8 1 5  

x L 2  0. 1 0 3  0. 1 0 3  0. 1 0 3  0. 1 0 3  0. 1 0 3  0. 1 0 3  0. 1 0 3  0. 1 0 3  0. 1 0 3  0. 1 0 3  

x L 3  0. 0 8 2  0. 0 8 2  0. 0 8 2  0. 0 8 2  0. 0 8 2  0. 0 8 2  0. 0 8 2  0. 0 8 2  0. 0 8 2  0. 0 8 2  

C hi 2r  0. 9 2 4 2  0. 9 8 8 3  1. 0 7 9 9  0. 9 4 2 2  1. 0 0 5 9  1. 0 6 8 3  1. 0 7 0 4  0. 9 2 4 6  0. 9 6 3 3  1. 2 1 7 2  



7 8  
 

C h a pt e r 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 6 : 2 5 4 -3 4 4 i ntr a -F R E T  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n t e xt.  

Ti m e -p oi nt 
[ m s] 

5 5  1 2 5  1 9 5  2 5 5  3 0 5  6 2 5  9 5 5  3 0 6 5  7 9 9 7  2 0 0 0 1  

D O nl y  0. 1 7 0  0. 1 7 0  0. 1 7 0  0. 1 7 0  0. 1 7 0  0. 1 7 0  0. 1 7 0  0. 1 7 0  0. 1 7 0  0. 1 7 0  

R( G, 1)  7 1. 9 0 0  7 1. 9 0 0  7 1. 9 0 0  7 1. 9 0 0  7 1. 9 0 0  7 1. 9 0 0  7 1. 9 0 0  7 1. 9 0 0  7 1. 9 0 0  7 1. 9 0 0  

R( G, 2)  6 2. 5 0 0  6 2. 5 0 0  6 2. 5 0 0  6 2. 5 0 0  6 2. 5 0 0  6 2. 5 0 0  6 2. 5 0 0  6 2. 5 0 0  6 2. 5 0 0  6 2. 5 0 0  

R( G, 3)  1 0 0. 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  

R 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  

b g  0. 0 0 1  0. 0 0 0  0. 0 0 6  0. 0 0 0  0. 2 1 8  0. 5 6 6  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 3  0. 0 0 0  

dt  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

k( G, 1)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k( G, 2)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k( G, 3)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

k a p p a 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 9 9. 2 9 9  9 6. 8 9 6  9 9. 7 8 3  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  9 9. 7 7 7  1 0 0. 0 0 0  8 9. 8 8 7  1 0 0. 0 0 0  9 9. 7 7 4  

n 0  4 0 8 2 2.
7 0 4  

4 1 1 5 8. 7
9 9  

4 1 3 2 0. 6
6 8  

4 1 3 8 8. 8
5 6  

4 0 9 1 0. 0
2 6  

4 0 9 0 9. 2
1 6  

4 1 2 8 2. 1
4 6  

4 1 3 0 7. 1
8 0  

4 1 3 9 8. 6
0 8  

4 1 4 1 4. 7
2 0  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  

s( G, 1)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s( G, 2)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s( G, 3)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  

t 0 4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 4. 3 0 0  4. 3 0 0  4. 3 0 0  4. 3 0 0  4. 3 0 0  4. 3 0 0  4. 3 0 0  4. 3 0 0  4. 3 0 0  4. 3 0 0  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s -0. 4 5 9  -0. 4 5 9  -0. 4 5 9  -0. 4 5 9  -0. 4 5 9  -0. 4 5 9  -0. 4 5 9  -0. 4 5 9  -0. 4 5 9  -0. 4 5 9  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x( G, 1)  0. 6 4 6  0. 4 7 7  0. 5 1 5  0. 5 4 6  0. 6 2 2  0. 7 9 7  0. 8 9 3  0. 8 0 2  0. 6 4 2  0. 5 5 5  

x( G, 2)  0. 3 5 4  0. 5 2 3  0. 4 8 5  0. 4 5 4  0. 3 7 8  0. 2 0 3  0. 0 8 7  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

x( G, 3)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 2 0  0. 1 9 8  0. 3 5 8  0. 4 4 5  

x L 1  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

C hi 2r  1. 0 4 4 4  1. 0 5 3 1  1. 2 8 1 2  1. 3 3 0 5  1. 3 6 4 5  1. 2 0 4 2  1. 1 7 2 9  1. 1 2 4 4  1. 2 9 0 4  1. 2 0 9 7  



7 9  
 

C h a pt e r 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 7 : 2 5 4 -5 4 0 i ntr a -F R E T  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n t e xt.  

Ti m e -p oi nt 
[ m s] 

5 5  1 2 5  1 9 5  2 5 5  3 0 5  6 2 5  9 5 5  3 0 6 5  7 9 9 7  2 0 0 0 1  

D O nl y  0. 1 5 0  0. 1 5 0  0. 1 5 0  0. 1 5 0  0. 1 5 0  0. 1 5 0  0. 1 5 0  0. 1 5 0  0. 1 5 0  0. 1 5 0  

R( G, 1)  5 1. 8 0 0  5 1. 8 0 0  5 1. 8 0 0  5 1. 8 0 0  5 1. 8 0 0  5 1. 8 0 0  5 1. 8 0 0  5 1. 8 0 0  5 1. 8 0 0  5 1. 8 0 0  

R( G, 2)  3 1. 5 0 0  3 1. 5 0 0  3 1. 5 0 0  3 1. 5 0 0  3 1. 5 0 0  3 1. 5 0 0  3 1. 5 0 0  3 1. 5 0 0  3 1. 5 0 0  3 1. 5 0 0  

R( G, 3)  1 0 0. 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  

R 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  

b g  0. 5 6 0  0. 6 8 2  0. 7 1 1  1. 0 5 6  0. 7 7 5  0. 2 8 7  0. 1 5 2  0. 8 7 3  0. 8 1 8  1. 0 7 1  

dt  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

k( G, 1)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k( G, 2)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k( G, 3)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

k a p p a 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 1. 4 6 2  9 9. 9 9 6  9 9. 0 5 0  1. 9 2 1  9 9. 9 9 2  9 9. 9 8 0  3 5. 7 9 6  7 9. 9 5 0  9 8. 2 7 9  1 0 0. 0 0 0  

n 0  3 7 8 8 9.
4 3 0  

4 2 1 1 9. 0
8 1  

4 1 4 5 1. 0
6 7  

4 2 3 4 4. 9
3 1  

4 1 7 6 5. 8
9 2  

4 1 5 4 5. 0
7 3  

4 1 7 5 2. 1
6 0  

4 2 0 2 3. 2
4 1  

4 1 8 3 0. 0
0 9  

4 0 9 4 0. 8
3 6  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  

s( G, 1)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s( G, 2)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s( G, 3)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  

t 0 4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 2 0 0  4. 2 0 0  4. 2 0 0  4. 2 0 0  4. 2 0 0  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s 0. 0 2 5  0. 0 2 5  0. 0 2 5  0. 0 2 5  0. 0 2 5  0. 0 2 5  0. 0 2 5  0. 0 2 5  0. 0 2 5  0. 0 2 5  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x( G, 1)  0. 5 6 8  0. 4 4 7  0. 4 4 5  0. 4 2 2  0. 3 9 6  0. 3 9 1  0. 3 3 3  0. 2 4 0  0. 1 4 8  0. 1 0 2  

x( G, 2)  0. 3 6 3  0. 4 5 7  0. 4 3 4  0. 4 4 2  0. 4 3 6  0. 4 0 1  0. 3 9 4  0. 3 4 8  0. 3 3 9  0. 3 1 1  

x( G, 3)  0. 0 6 9  0. 0 9 6  0. 1 2 1  0. 1 3 5  0. 1 6 8  0. 2 0 7  0. 2 7 3  0. 4 1 2  0. 5 1 3  0. 5 8 6  

x L 1  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

C hi 2r  1. 0 6 3 8  1. 1 7 0 9  1. 2 2 2 3  1. 1 6 2 5  1. 3 2 5 7  1. 2 6 7 6  0. 9 5 3 1  1. 0 1 0 0  1. 0 6 2 3  1. 3 5 5 2  



8 0  
 

C h a pt e r 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 8 : 3 4 4 -5 2 5 i ntr a -F R E T  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n t e xt.  

Ti m e -p oi nt 
[ m s] 

5 5  1 2 5  1 9 5  2 5 5  3 0 5  6 2 5  9 5 5  3 0 6 5  7 9 9 7  2 0 0 0 1  

D O nl y  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

R( G, 1)  2 6. 5 0 0  2 6. 5 0 0  2 6. 5 0 0  2 6. 5 0 0  2 6. 5 0 0  2 6. 5 0 0  2 6. 5 0 0  2 6. 5 0 0  2 6. 5 0 0  2 6. 5 0 0  

R( G, 2)  4 5. 9 0 0  4 5. 9 0 0  4 5. 9 0 0  4 5. 9 0 0  4 5. 9 0 0  4 5. 9 0 0  4 5. 9 0 0  4 5. 9 0 0  4 5. 9 0 0  4 5. 9 0 0  

R( G, 3)  1 0 0. 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  

R 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  

b g  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 2 3 9  0. 1 4 3  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 4 8 2  0. 0 0 0  0. 4 3 5  0. 0 4 0  

dt  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

k( G, 1)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k( G, 2)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k( G, 3)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

k a p p a 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 1 0 0. 0 0  1 0 0. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  3 5. 1 4 8  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  

n 0  3 1 5 4 4.
2 8 4  

3 8 0 2 9. 7
9 7  

3 6 3 1 2. 7
9 5  

3 4 5 6 0. 2
1 1  

3 6 1 2 6. 2
8 4  

3 2 7 9 1. 6
6 7  

3 8 0 7 4. 1
7 4  

3 5 7 8 3. 2
9 1  

3 3 5 5 2. 9
4 0  

3 3 5 7 7. 3
4 2  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  

s( G, 1)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s( G, 2)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s( G, 3)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  

t 0 4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 3. 7 5 0  3. 7 5 0  3. 7 5 0  3. 7 5 0  3. 7 5 0  4. 0 8 0  4. 0 8 0  4. 0 8 0  4. 0 8 0  4. 0 8 0  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s -0. 5 3 3  -0. 5 3 3  -0. 5 3 3  -0. 5 3 3  -0. 5 3 3  -0. 5 3 3  -0. 5 3 3  -0. 5 3 3  -0. 5 3 3  -0. 5 3 3  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x( G, 1)  0. 4 7 8  0. 5 7 6  0. 5 3 1  0. 5 0 1  0. 5 0 9  0. 4 1 1  0. 4 7 7  0. 4 0 0  0. 3 5 6  0. 3 3 7  

x( G, 2)  0. 4 9 5  0. 3 5 7  0. 3 4 2  0. 3 1 4  0. 2 8 2  0. 2 3 9  0. 1 5 6  0. 0 7 7  0. 0 3 2  0. 0 4 0  

x( G, 3)  0. 0 2 7  0. 0 6 7  0. 1 2 7  0. 1 8 5  0. 2 0 8  0. 3 5 0  0. 3 6 7  0. 5 2 2  0. 6 1 2  0. 6 2 4  

x L 1  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

C hi 2r  1. 0 5 4 2  0. 9 2 4 8  0. 8 5 9 0  1. 2 0 0 3  1. 3 3 4 1  1. 1 2 3 9  1. 3 4 1 7  1. 1 7 6 0  1. 2 5 3 9  0. 9 9 1 7  



8 1  
 

C h a pt e r 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 9 : 3 4 4 -5 4 0 i ntr a -F R E T  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n t e xt.  

Ti m e -p oi nt 
[ m s] 

5 5  1 2 5  1 9 5  2 5 5  3 0 5  6 2 5  9 5 5  3 0 6 5  7 9 9 7  2 0 0 0 1  

D O nl y  0. 0 1 7  0. 0 4 1  0. 0 5 3  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 1 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

R( G, 1)  4 2. 2 0 0  4 2. 2 0 0  4 2. 2 0 0  4 2. 2 0 0  4 2. 2 0 0  4 2. 2 0 0  4 2. 2 0 0  4 2. 2 0 0  4 2. 2 0 0  4 2. 2 0 0  

R( G, 2)  5 7. 9 0 0  5 7. 9 0 0  5 7. 9 0 0  5 7. 9 0 0  5 7. 9 0 0  5 7. 9 0 0  5 7. 9 0 0  5 7. 9 0 0  5 7. 9 0 0  5 7. 9 0 0  

R( G, 3)  1 0 0. 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  

R 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  

b g  0. 6 7 7  0. 7 1 7  0. 4 8 4  1. 0 0 0  0. 4 8 7  0. 0 0 0  0. 7 8 7  0. 5 1 7  1. 1 0 4  0. 6 2 6  

dt  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

k( G, 1)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k( G, 2)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k( G, 3)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

k a p p a 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 9 9. 9 9 5  1 0 0. 0 0 0  1. 0 0 0  9 9. 9 9 9  1. 0 0 0  1 6. 6 2 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  1 0 0. 0 0 0  

n 0  2 2 5 1 0.
9 4 4  

2 3 0 7 9. 9
3 3  

2 2 6 3 5. 4
0 2  

2 3 0 2 0. 1
2 2  

2 2 5 3 0. 2
1 6  

2 3 1 1 2. 2
8 9  

2 2 7 9 5. 2
1 1  

2 2 7 6 8. 2
4 0  

2 2 3 5 0. 9
4 7  

2 2 5 5 7. 9
3 2  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  

s( G, 1)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s( G, 2)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s( G, 3)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  5 9. 9 9 1  

t 0 4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  4. 0 0 0  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 3. 9 0 0  3. 9 0 0  3. 9 0 0  3. 9 0 0  3. 9 0 0  4. 2 0 0  4. 2 0 0  4. 2 0 0  4. 2 0 0  4. 2 0 0  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s -0. 0 0 9  -0. 0 0 9  -0. 0 0 9  -0. 0 0 9  -0. 0 0 9  -0. 0 0 9  -0. 0 0 9  -0. 0 0 9  -0. 0 0 9  -0. 0 0 9  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x( G, 1)  0. 2 5 6  0. 2 8 4  0. 2 6 7  0. 2 6 1  0. 2 3 2  0. 2 7 0  0. 1 9 8  0. 1 3 7  0. 0 7 0  0. 0 7 6  

x( G, 2)  0. 7 3 8  0. 7 1 3  0. 6 7 7  0. 5 8 4  0. 5 7 1  0. 5 1 5  0. 3 9 5  0. 1 8 7  0. 1 1 7  0. 0 6 6  

x( G, 3)  0. 0 0 6  0. 0 0 3  0. 0 5 6  0. 1 5 6  0. 1 9 8  0. 2 1 5  0. 4 0 7  0. 6 7 6  0. 8 1 3  0. 8 5 9  

x L 1  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

C hi 2r  1. 0 4 0 9  0. 9 9 0 7  0. 9 0 4 0  1. 2 0 3 1  1. 2 5 9 0  1. 1 7 2 7  1. 2 2 5 6  0. 8 4 2 8  0. 9 3 4 5  0. 9 3 4 7  



8 2  
 

C h a pt e r 2 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 0 : E x e m pl a r y fit s 1 -e x p, 2 -e x p, 3 4 4 -5 2 5 i ntr a -
F R E T  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n t e xt.  

Ti m e -p oi nt, 
e x p  

0  m s, 
1 -e x p  

1 9 5 m s, 
1 -e x p  

9 5 5 m s, 
1 -e x p  

2 0 s, 1 -
e x p  

Ti m e -p oi nt, 
e x p  

0 m s, 2 -
e x p  

1 9 5 m s, 
2 -e x p  

9 5 5 m s, 
2 -e x p  

2 0 s, 2 -
e x p  

D O nl y  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  D O nl y  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

R( G, 1)  4 7. 8 2 8  5 4. 7 4 1  7 3. 1 1 2  1 0 2. 8 0 5  R( G, 1)  2 6. 5 0 0  2 6. 5 0 0  7 7. 7 3 7  1 2 0. 0 0 0  

- - - - - R( G, 2)  4 9. 6 9 0  5 9. 2 2 4  2 6. 5 0 0  2 2. 0 0 0  

R 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  R 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  5 2. 0 0 0  

b g  0. 2 0 0  0. 2 0 0  0. 2 0 0  1. 0 0 0  b g  0. 2 0 0  0. 2 0 0  0. 2 0 0  1. 0 0 0  

dt  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  dt  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  0. 1 1 7  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

k( G, 1)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  k( G, 1)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

- - - - - k( G, 2)  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

k 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  k 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

k a p p a 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  k a p p a 2  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  0. 6 6 7  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 2. 0 0 0  2. 0 0 0  2. 0 0 0  2. 0 0 0  l b 2. 0 0 0  2. 0 0 0  2. 0 0 0  2. 0 0 0  

n 0  2 1 4 7 0.
7  

1 9 0 6 4. 9
9  

2 0 2 2 8. 8
7  

2 4 4 6 6. 9
5  

n 0  3 7 2 9 4. 2 4  4 6 3 6 8.
4  

3 6 2 0 7.
1  

4 3 7 6 4. 7 2  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 2 0. 0 0 0  1 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  r e p 2 0. 0 0 0  1 0. 0 0 0  1 0. 0 0 0  2 0. 0 0 0  

s( G, 1)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  s( G, 1)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

- - - - - s( G, 2)  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  6. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  5 9. 0 5 4  5 9. 0 5 4  5 9. 0 5 4  5 9. 0 5 4  st o p  5 9. 0 5 4  5 9. 0 5 4  5 9. 0 5 4  5 9. 0 5 4  

t 0 3. 8 0 0  3. 8 0 0  3. 8 0 0  3. 8 0 0  t 0 3. 8 0 0  3. 8 0 0  3. 8 0 0  3. 8 0 0  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 3. 9 9 0  3. 9 9 0  3. 9 9 0  3. 9 9 0  t L 1 3. 9 9 0  3. 9 9 0  3. 9 9 0  3. 9 9 0  

t L 2 0. 2 3 0  0. 2 3 0  0. 2 3 0  0. 2 3 0  t L 2 0. 2 3 0  0. 2 3 0  0. 2 3 0  0. 2 3 0  

t L 3 1. 9 3 0  1. 9 3 0  1. 9 3 0  1. 9 3 0  t L 3 1. 9 3 0  1. 9 3 0  1. 9 3 0  1. 9 3 0  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s -0. 6 9 0  -0. 5 8 0  -0. 4 9 3  -0. 7 0 0  t s -0. 6 9 0  -0. 5 8 0  -0. 4 9 3  -0. 7 0 0  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x( G, 1)  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  x( G, 1)  0. 5 2 9  0. 6 8 5  0. 5 1 9  0. 5 4 2  

x( G, 2)  0. 7 5 0  0. 7 5 0  0. 7 5 0  0. 7 5 0  x( G, 2)  0. 4 7 1  0. 3 1 5  0. 4 8 1  0. 4 5 8  

x L 1  0. 1 1 0  0. 1 1 0  0. 1 1 0  0. 1 1 0  x L 1  0. 7 5 0  0. 7 5 0  0. 7 5 0  0. 7 5 0  

x L 2  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  x L 2  0. 1 1 0  0. 1 1 0  0. 1 1 0  0. 1 1 0  

x L 3  2. 3 2 0 4  6. 0 2 3 1  2. 7 2 3 4  2. 6 2 3 4  x L 3  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  0. 1 4 0  



8 3  
 

C h a pt er 3: S p e cifi cit y of p h a s e tr a n siti o n f or m uri n e g u a n yl at e 

bi n di n g pr ot ei n s i n li v e c ell s  

V er si o n: 1 4. 0 9. 2 0 2 1  

C h a pt e r di g e st  

Ai m s  M et h o d s  O ut c o m e  

P h a s e s e p ar ati o n 

pr o p erti e s, l o c ali z ati o n a n d 

i nt er a cti o n 

st u d y  of  m G B P 7  wit h 

m G B P 2 a n d m G B P 3.   

St a bl e c ell li n e 

m o d el s,  M FI S, 

F R A P, SI M, 

i m a gi n g a n al y si s.  

S p e cifi c a n d d y n a mi c i nt er a cti o n a n d 

a s s e m bl y of m G B P 7 wit h m G B P 2 ( n o 

c ol o c ali z ati o n/ s e p ar at e d p h a s e) a n d 

m G B P 3 ( c ol o c ali z ati o n/ mi x e d p h a s e) 

d e p e n d s o n t h e pr ot ei n’ s c o n s e n s u s 

m otif s.  

 

C o ntri b uti o n s  

T hi s c h a pt er i s a m a n u s cri pt i n pr e p ar ati o n . S e e M a n u s cri pt i n pr e p ar ati o n s e cti o n ( p a g e 

1 8 8 ) f or a f ull cl arifi c ati o n o n a ut h or li st, i n di vi d u al c o ntri b uti o n s a n d t h e st at e of t h e 

m a n u s cri pt.  

A b str a ct  

M uri n e G u a n yl at e Bi n di n g Pr ot ei n s ( m G B P s) l o c ali z e i n v e si cl e -li k e str u ct ur e s ( V L S) a n d at 

t h e p ar a sit o p h or o u s v a c u ol e m e m br a n e ( P V M) aft er i nf e cti o n wit h p ar a sit e s, w h er e 

e s p e ci all y m G B P 2 a n d m G B P 7 ar e a s s u m e d t o pr o m ot e p ar a sit e m e m br a n e di sr u pti o n. 

m G B P 7 c ol o c ali z e s wit h s e v er al m G B P s, b ut it i s u n cl e ar wit h w hi c h m G B P s it p h y si c all y 

i nt er a ct s. F urt h er m or e, it i s el u si v e w hi c h r ul e s a p pl y f or di m eri z ati o n a n d f or i ntri n si c p h a s e 

tr a n siti o n i nt o V L S. W e c h ar a ct eri z e d M E F m G B P 7-/- c ell s st a bl y tr a n s d u c e d wit h e G F P -

m G B P 7 a n d m C h err y -m G B P 1 , -2 , -3 , -5 , -6 , -7, i d e ntif yi n g m G B P 3  a n d m G B P 7 a s 

i nt er a cti n g a n d m G B P1,  -2 , -5 , -6 a s n o n -i nt er a cti n g p art n er s. W e c h o s e m G B P 2 a n d 

m G B P 3 a s pr ot ot y pi c p art n er s f or f urt h er c h ar a ct eri z ati o n b y M FI S -F R E T, F R A P, SI M a n d 

c o nf o c al mi cr o s c o p y. W e d et er mi n e d s p e cifi c hi g h affi nit y i nt er a cti o n s a n d oli g o m eri z ati o n, 

fi n di n g h o m o-i nt er a cti o n s a s f a v or e d o v er h et er o-i nt er a cti o n s. W hil e m G B P 7 a n d m G B P 3 

c ol o c ali z e d i n a mi x e d a n d m o bil e pr ot ei n p h a s e, m G B P 7 a n d m G B P 2 n e v er c ol o c ali z e d, b ut 

w er e pr e s e nt at p h a s e b o u n d ari e s. W e c o n cl u d e t h at c yt o pl a s mi c di m eri z ati o n vi a t h e L G 

d o m ai n i s a n e c e s s ar y c o n diti o n f or f urt h er oli g o m eri z ati o n . T h e l o w C-t er mi n al h eli x of 

m G B P 7  mi g ht a ct a s a n a n c h or t o r e cr uit a n d ori e nt t h e pr ot ei n i nt o t h e V L S  pr ot ei n p h a s e.   
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1. I ntr o d u cti o n  

G u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n s ar e a f a mil y of i nt erf er o n (I N F) i n d u ci bl e 6 5 -7 3 k D a G T P a s e s, 

w hi c h ar e str o n gl y u pr e g ul at e d aft er I N F sti m ul ati o n [ 1]. T h e y e x hi bit pr ot e cti v e f u n cti o n s 

a g ai n st s e v er al p at h o g e n s a n d pl a y i m p ort a nt r ol e s i n t h e c ell a ut o n o m o u s d ef e n s e [ 2]. 

U s u all y, m G B P s ar e st u di e d i n t h e c o nt e xt of i m m u nit y t o i ntr a c ell ul ar p at h o g e n s, s u c h a s C. 

tr a c h o m ati s or T. g o n dii  [ 3-5] . I n a n e arli er st u d y [ 6], w e u s e d a M ulti p ar a m et er Fl u or e s c e n c e 

I m a g e S p e ctr o s c o p y-F R E T ( M FI S -F R E T) a p pr o a c h t o s h o w h o m o -i nt er a cti o n s of m G B P 2 

a n d h et er o -i nt er a cti o n s wit h m G B P 1 a n d m G B P 3 b y f or mi n g s u pr a m ol e c ul ar c yt o pl a s mi c 

c o m pl e x e s w hi c h dir e ctl y att a c k T. g o n dii aft er i nf e cti o n. I n t h e i nf e ct e d h o st c ell, T. g o n dii 

h a s t w o m e m br a n e s: T h e o ut er l a y er P V M ( p ar a sit o p h or o u s v a c u ol e m e m br a n e) fr o m t h e 

h o st c ell a n d t h e i n n er l a y er p P M ( p ar a sit e pl a s m a m e m br a n e). T h e P V M s er v e s a s i nt erf a c e 

a n d m o d ul ati o n pl atf or m [ 7] a n d i s t h e fir st t ar g et of m G B P s a n d ot h er pr ot ei n s of t h e h o st 

i m m u n e d ef e n s e [ 8]. T h e p P M i s e x p o s e d aft er P V M di sr u pti o n a n d h a s b e e n s h o w n t o b e 

att a c k e d b y m G B P 2 [ 9]. T h e e x a ct m ol e c ul ar m e c h a ni s m u n d erl yi n g t h e di si nt e gr ati o n of t h e 

P V M r e m ai n s el u si v e [ 8]. T o i n cr e a s e m e m br a n e affi nit y, t h e C-t er mi ni of m G B P 1, m G B P 2 

a n d m G B P 5 c a n u n d er g o p o sttr a n sl ati o n al  pr e n yl ati o n [ 1 0]. I ntri g ui n gl y, l o s s of t h e 

pr e n yl ati o n m otif pr e v e nt s a s s e m bl y of m G B P 2 t o t h e P V M [ 3]. m G B P 3, m G B P 4, m G B P 6, 

m G B P 7, m G B P 9 a n d m G B P 1 0 d o n ot h a v e a C A A X pr e n yl ati o n m otif [ 1 1]. H o w e v er, 

c o m p ar ati v e m o d el s a n d si m ul ati o n s s u g g e st t h at t h e C -t er mi n al t ail of m G B P 7 mi g ht a ct a s 

a li pi d a n c h or b y a d o pti n g a n α -h eli c al/ c oil -c oil c o nf or m ati o n a s w ell [ 1 2]. F urt h er m or e, 

d el eti o n of t h e C -t er mi n al s e q u e n c e pr e v e nt e d f or m ati o n of V L S a n d effi ci e nt a s s e m bl y at t h e 

P V M.  

I n a d diti o n t o t h e diff er e n c e s i n p o sttr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s, m G B P h o m ol o g s al s o s h o w 

diff er e n c e s at s e q u e n c e l e v el [ 1 1, 1 3]. m G B P 7 s h ar e s a hi g h s e q u e n c e h o m ol o g y wit h 

m G B P 3 (i d e ntit y 7 3 %, si mil arit y 8 7 %), b ut m u c h l e s s wit h m G B P 2 a n d h G B P 1 a s s h o w n i n 

[ 1 2]. P h yl o g e n eti c a n al y si s i n di c at e d, t h at m G B P 7 a n d m G B P 3 ar e m u c h cl o s er t o e a c h 

ot h er t h a n t o m G B P 2 [ 1 4]. U ntil n o w, o nl y c o m p ar ati v e m o d el s f or m G B P 7 ar e a v ail a bl e [ 1 2] 

b a s e d o n t h e h G B P 1 cr y st al str u ct ur e [ 1 5] a s w ell a s str u ct ur e pr e di cti o n s fr o m t h e d e e p 

mi n d n et w or k Al p h a F ol d 2, t h at i s n o w a v ail a bl e o n t h e Al p h a F ol d pr ot ei n str u ct ur e d at a b a s e 

[ 1 6].  

All G B P s ar e c o m p o s e d of t hr e e s u b -d o m ai n s, t h e N -t er mi n al L G-d o m ai n, mi d dl e a n d a C -

t er mi n al α 1 2/ 1 3 d o m ai n. B y m a p pi n g t h e pr ot ei n d y n a mi c s wit h s m -F R E T, w e i d e ntifi e d t w o 

di sti n ct s u b -d o m ai n s pl a yi n g a k e y r ol e of fr e e e n er g y mi ni mi z ati o n a n d i n t h e i niti ati o n of 

oli g o m eri z ati o n ( = G B P p ol y m eri z ati o n) [ 1 7]: W hil e t h e fir st c o nt a ct i s m a d e vi a t h e L G-

d o m ai n a n d t h er e b y i niti ati n g t h e di m er f or m ati o n, t h e C -ter mi n al α 1 2/ 1 3 i nt er a cti o n i s 

st a bili zi n g t h e pr ot ei n c o nf or m ati o n i n it s oli g o m er p h a s e. T h e h G B P 1 pr ot ei n u n d er g o e s a 
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G T P -tri g g er e d c o nf or m ati o n al c h a n g e [ 1 7] fr o m a c o m p a ct ( m o n o m er) t o a n e xt e n d e d 

“ p o c k et k nif e” ( oli g o m er) st at e [ 1 8, 1 9]. M or e o v er, oli g o m eri z ati o n, w hi c h tri g g er s f or m ati o n of 

hi g hl y c o n c e ntr at e d v e si cl e -li k e str u ct ur e s ( V L S), i s alr e a d y e xt e n si v el y c h ar a ct eri z e d f or 

m G B P 2 i n M E F c ell s [ 6].  

T h e f or m ati o n of s u c h hi g hl y c o n c e ntr at e d pr ot ei n p h a s e s i s c o ntr oll e d b y e xt er n al 

p ar a m et er s (t e m p er at ur e, p H, c o n c e ntr ati o n, pr e s s ur e, p o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s) a n d 

i s k n o w n a s p h a s e tr a n siti o n. E a c h p h a s e i s c h ar a ct eri z e d b y di sti n ct m a cr o s c o pi c 

pr o p erti e s, s u c h a s i ntri n si c c o n c e ntr ati o n, pr e s s ur e a n d c o m p o siti o n. Mi ni mi z ati o n of t h e 

Gi b b s -fr e e e n er g y, pr o m ot e s m ol e c ul ar p ol y m eri z ati o n t o r e g ul ar or a m or p h o u s str u ct ur e s 

( a g gr e g at e s) [ 2 0]. W hil e p h a s e tr a n siti o n s ar e m ai nl y li n k e d t o I D P s s u c h a s N u cl e oli [ 2 1], 

ri b o s o m e s [ 2 2], C aj al- a n d P -b o di e s [ 2 3], a s w ell a s c e ntr o s o m e s [ 2 4] a n d pr ot e a s o m e s [ 2 5], 

hi g hl y or d er e d pr ot ei n s ar e al s o c a p a bl e of f a st st at e r e v er si bilit y [ 1 7, 2 6] a n d c a n a s s e m bl e 

i nt o c o n c e ntr at e d pr ot ei n p h a s e s s u c h a s mi cr ot u b uli [ 2 7], a cti n [ 2 8] a n d h G B P 1 [ 2 9]. 

A s t h e m G B P 7 i nt er a cti o n n et w or k wit h ot h er m G B P s i s l ar g el y u n k n o w n, w e w a nt t o 

u n d er st a n d t h e u n d erl yi n g i nt er a cti o n or g a ni z ati o n pri n ci pl e s l e a di n g t o t h e f u n d a m e nt al 

q u e sti o n s: W hi c h r ul e s a p pl y d uri n g di m eri z ati o n a n d i ntri n si c p h a s e tr a n siti o n ? W hi c h 

m G B P m e m b er s i nt er a ct dir e ctl y wit h m G B P 7 i n c yt o pl a s m, V L S a n d at t h e P V M ? W h at ar e 

t h e s p e cifi c c o m p art m e nt-wi s e diff er e n c e s ( pr ot ei n p h a s e s, l o c ali z ati o n a n d s u b -str u ct ur al 

arr a n g e m e nt, affi nit y a n d m o bilit y) b et w e e n i nt er a cti n g a n d n o n -i nt er a cti n g m G B P m e m b er s ? 

T o a n s w er t h e s e q u e sti o n s, w e c o m bi n e d SI M a n d c o n f o c al fl u or e s c e n c e i m a gi n g 

s p e ctr o s c o p y i n li v e c ell s t o d et er mi n e c o m p art m e nt s p e cifi c pr er e q ui sit e s f or m G B P 7 

i nt er a cti o n wit h ot h er m G B P s p e ci e s. W e st u di e d:  

(i) oli g o m eri z ati o n pr o p erti e s a n d i nt er a cti o n affi niti e s b y M FI S -F R E T m e a s ur e m e nt s 

i n c yt o pl a s m, VL S a n d at t h e P V M aft er T. g o n dii  i n v a si o n,  

(ii) diff u si o n d e p e n d e nt r e c o v er y of m G B P s p e ci e s of V L S aft er F R A P,  

(iii) ( c o-)l o c ali z ati o n a n d di stri b uti o n wit hi n t h e diff er e nt c ell ul ar c o m p art m e nt s b y SI M 

( str u ct ur e d ill u mi n ati o n mi cr o s c o p y) a n d 

(i v) pr ot ei n s p e ci e s d e p e n d e nt c o m pl e x a s s e m bl y b y u si n g s c att er pl ot a n al y si s a n d a 

c ell ul ar b a c k m a p pi n g a p pr o a c h.  
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2. R e s ult s

m G B P 7 i nt er a ct s wit h it s elf a n d m G B P 3, b ut n ot wit h ot h er m G B P m e m b er s i n V L S

a n d at t h e P V M.

I n o ur i niti al F R E T-b a s e d st u d y, w e st u di e d t h e i nt er a cti o n s of m G B P 7 wit h ot h er m G B P s. 

W e t o o k a d v a nt a g e fr o m str o n g a n d h et er o g e n e o u s i nt er - a n d i ntr a -c ell ul ar e x pr e s si o n l e v el s 

of t h e t ar g et pr ot ei n s i n u ni nf e ct e d a n d i nf e ct e d c ell s, si n c e o ur i nt er a cti o n st u di e s a n d 

a n al y si s of pr ot ei n p h a s e s r e q uir e d a wi d e r a n g e of c o n c e ntr ati o n s (Fi g ur e 1 ). I n a d diti o n t o 

a c ol o c ali z ati o n st u d y (t h at r e p ort s o n r el ati o n s hi p b et w e e n t h e a n al y z e d pr ot ei n s), o ur 

F R E T -b a s e d a p pr o a c h i s a bl e t o r e s ol v e dir e ct i nt er a cti o n s o n a m ol e c ul ar l e v el. Still, 

c ol o c ali z ati o n i s a n e c e s s ar y c o n diti o n f or a n y F R E T e x p eri m e nt i n c ell s. C o n s e q u e ntl y, w e 

m at c h o ur fi n di n g s t o alr e a d y p u bli s h e d c ol o c ali z ati o n d at a. T h e d at a o bt ai n e d fr o m t h e 

c ol o c ali z ati o n st u d y [ 3 0] a gr e e v er y w ell t o o ur i nt er a cti o n a n al y si s ( Fi g ur e 1 -t a bl e 

s u p pl e m e nt 1) . T h e i nt er a cti o n of m G B P 7 wit h m G B P s in o ur F R E T -b a s e d e x p eri m e nt s i s 

d efi n e d b y c h a n g e s i n t h e fl u or e s c e n c e -w ei g ht e d lif eti m e of t h e d o n or e G F P -m G B P 7, 〈𝐺 D 〉f, 

i n c yt o pl a s m ( C P), i n v e si cl e-li k e str u ct ur e s ( V L S) a n d at t h e p ar a sit o p h or o u s v a c u ol e 

m e m br a n e ( P V M), c a u s e d b y t h e cl o s e s p ati al di st a n c e t o t h e m C h err y -t a g g e d m G B P s [ 6]. 

I n t hi s st u d y, w e u s e d o ur e st a bli s h e d M ulti p ar a m et er Fl u or e s c e n c e I m a g e S p e ctr o s c o p y 

F R E T ( M FI S -F R E T) f or a c o m pr e h e n si v e a n al y si s of li v e c ell F R E T d at a fr e e of a ni s otr o p y 

artif a ct s  [ 3 1, 3 2]. M FI S-F R E T i s s u p eri or t o tr a diti o n al F LI M ( Fl u or e s c e n c e Lif eti m e I m a gi n g 

Mi cr o s c o p y) b y m ulti p ar a m et er d et e cti o n, hi g h s p ati al r e s ol uti o n a n d p h ot o n b o o st b y n oi s e -

r e d u cti o n t hr o u g h s el e cti v e pi x el a v er a gi n g. A n a n al o g o u s w or kfl o w w a s e st a bli s h e d e arli er 

f or m G B P 2 [ 6], w h er e w e lik e wi s e c h ar a ct eri z e d t h e F R E T pr o p erti e s c o m p art m e nt --wi s e. 

T h e fl u or o p h or e s, g e n eti c all y e n c o d e d fl u or e s c e nt pr ot ei n s e G F P a n d m C h err y, w er e f u s e d 

t o t h e N-t er mi n u s of m G B P s i n li v e c ell s. B ot h e G F P a n d m C h err y ar e c o m m o nl y u s e d a s a 

F R E T p air wit h a F ör s t er r a di u s of R0  = 5 2 Å  [ 3 3]. e G F P s er v e s a s t h e d o n or m ol e c ul e a n d 

m C h err y a s t h e c orr e s p o n di n g a c c e pt or. A s d e pi ct e d i n Fi g ur e  1 , w e o b s er v e d a hi g hl y 

si g nifi c a nt ( p  <  . 0 0 0 1) d e cr e a s e i n 〈𝑡 D 〉f of m G B P 7 i n t h e V L S a n d at t h e P V M w h e n c o-

e x pr e s s e d wit h it s elf or m G B P 3. W e al s o o b s er v e d a hi g hl y si g nifi c a nt (p  < . 0 0 0 1) d e cr e a s e 

i n 〈𝑐 D 〉f i n t h e C P of m G B P 7 w h e n c o-e x pr e s s e d wit h it s elf ( m C h -m G B P 7). All ot h er 

c o m bi n ati o n s yi el d e d n o d et e ct a bl e d e cr e a s e  i n 〈𝐷 D 〉f i n a n y c o m p art m e nt (f or d et ail s s e e 

Fi g ur e 1 -t a bl e s u p pl e m e nt 2).  
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Fi g u r e 1: Lif eti m e b a s e d F R E T st u d y of e G F P -m G B P 7 wit h m C h -m G B P m e m b er s . D o n or -o nl y 

( e G F P-m G B P 7 o nl y, gr e y b o x e s) s h o w e d fl u or e s c e n c e w ei g ht e d a v er a g e d lif eti m e s b et w e e n 2. 3 t o 

2. 5 n s i n r e s p e ct t o t h e d e si g n at e d s u b c ell ul ar c o m p art m e nt s ( C P gr e e n, V L S r e d, P V M bl u e). m G B P 7 

c o m bi n e d wit h m G B P 1, m G B P 2, m G B P 3 ( C P), m G B P 5 a n d m G B P 6 o v erl a p s wit h t h e d o n or -o nl y 

b o x e s. m G B P 7 c o m bi n e d wit h it s elf a n d m G B P 3 ( V L S, P V M) diff er s fr o m d o n or -o nl y b o x e s wit h hi g h 

si g nifi c a n c e. T h e c ol o c ali z ati o n d at a [ 3 0] i s pr e s e nt e d q u alit ati v el y, wit h + + r e pr e s e nti n g v er y str o n g, 

+/ - m o d er at e t o l o w a n d - n e gli gi bl e c ol o c ali z ati o n. S e e Fi g u r e 1 -t a bl e s u p pl e m e nt 1 f or f ull 

i nf or m ati o n. Si g nifi c a n c e w a s d et er mi n e d wit h t w o-t ail e d t-t e st. N ull-h y p ot h e si s t e st e d: D at a of d o n or -

a c c e pt or c o m bi n ati o n i s diff er e nt fr o m c orr e s p o n di n g d o n or -o nl y d at a. Si g nifi c a n c e l e v el * ** = p < 

. 0 0 0 1 D u e t o t h e e n vir o n m e nt al s e n siti vit y of t h e e G F P fl u or e s c e n c e lif eti m e a n d h et er o g e n e o u s 

e x pr e s si o n l e v el s, a c c ur a c y i s li mit e d. D e vi ati o n s ar e p o s si bl e a n d n at ur all y o c c urri n g. T h er ef or e, w e 

o nl y s h o w e x p eri m e nt s wit h hi g h e st si g nifi c a n c e l e v el. R ef er t o Fi g u r e 1 -t a bl e s u p pl e m e nt 2 f or all p 

v al u e s of t h e d at a s et.  

 

I n t h e f oll o wi n g, w e c h o s e t w o pr ot ot y pi c m o d el s f or n o n-i nt er a cti n g a n d i nt er a cti n g m G B P s 

t o st u d y t h e m ol e c ul ar b a si s f or i nt er a cti o n a n d a s s e m bl y i n V L S a n d at t h e P V M i nt e n si v el y: 

m G B P 2 -m G B P 7 w a s c h o s e n a s a n o n -i nt er a cti n g m G B P p air, w hil e m G B P 3-m G B P 7 w a s 

c h o s e n a s t h e i nt er a cti n g o n e. W e s u b s e q u e ntl y u s e d t h e s e c o m bi n ati o n s f or  

 

(i) S R mi cr o s c o p y a n d s c att er pl ot a n al y si s t o m a p c o m p art m e nt -wi s e diff er e n c e s 

b et w e e n t h e m G B P s i n u ni nf e ct e d a n d i nf e ct e d c ell s ( Fi g ur e 2-3) ,  

(ii) a F R E T -b a s e d st u d y t o d et er mi n e t h e i nt er a cti o n a n d oli g o m eri z ati o n affi nit y 

( Fi g ur e 4)  

  

e G F P -m G B P 7

m G B P
p art n er

+ m C h -
m G B P 1

+ m C h -
m G B P 2

+ m C h -
m G B P 3

+ m C h -
m G B P 5

+ m C h -
m G B P 6

+ m C h -
m G B P 7

C ol o c . - - + + - +/ - + +

C P V L S P V M

2. 0

2. 2

2. 4

2. 6

<
tt D

>
f 
[

n
s]

 

3 0 3 0 2 01 5 2 0 2 1 1 8 2 12 1 1 83 6N = 6 4 4 0 2 4

C P V L S P V M

 

 

C P V L S P V M

 

 

C P V L S P V M

 

 

5 1 4 8 4 1

C P V L S P V M

 

 

C P V L S P V M

 

 

*** ********* ***
3 8

D o n or -
A c c e pt or 
p air

D o n or
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m G B P 3 a n d m G B P 7 c ol o c ali z e i n v e si cl e -li k e str u ct ur e s, b ut m G B P 7 a n d m G B P 2 d o 

n ot c ol o c ali z e a n d r e m ai n s e p ar at e d at p h a s e b o u n d ari e s.  

W e a n al y z e d i m a g e s fr o m c o nf o c al mi cr o s c o p y of t h e t w o pr ot ot y pi c m o d el s a n d cr e at e d 

s c att er pl ot s. W e i d e ntifi e d p o p ul ati o n s wit hi n t h e s c att er pl ot b a s e d o n si g n al i nt e n siti e s a n d 

m a p p e d t h e m b a c k t o t h eir c ell ul ar ori gi n b y u si n g t h e fr e el y a v ail a bl e Fiji pl u gi n S c att er J 

[ 3 4]. T hi s i s a d v a nt a g e o u s, a s th e u s u al st a n d ar d a n al y si s b a s e d o n  P e ar s o n c orr el ati o n 

c o effi ci e nt s ( P C C) a v er a g e s o v er s u b p o p ul ati o n s a n d i m p ort a nt d et ail s g et l o st. W e fir st 

p erf or m e d a c o n v e nti o n al c ol o c ali z ati o n a n al y si s b y c o m p ari n g P C C v al u e s ( 0. 1 9 ± 0. 1 6 f or 

m G B P 7 a n d m G B P 2; 0. 6 1 ± 0. 2 4 f or m G B P 7 a n d m G B P 3) wit h alr e a d y p u bli s h e d [ 3 0] P C C 

v al u e s, a s s h o w n i n Fi g ur e 2 -fi g ur e s u p pl e m e nt 2 a n d Fi g ur e 2-t a bl e s u p pl e m e nt 1. T h e 

P C C v al u e s w er e v er y si mil ar. O n t o p t o t h e  c o n v e nti o n al a n al y si s, w e u s e d t h e s c att er pl ot 

a p pr o a c h t o hi g hli g ht t h e i m p ort a n c e of c ell ul ar r e s ol uti o n i n t w o pr ot ot y pi c m G B P -s y st e m s 

b y i d e ntif yi n g (i) V L S h et er o g e n eiti e s, (ii) p att er n c h a n g e s i n i nf e ct e d c ell s ( P V M v s V L S d u e 

t o c h a n g e s i n t h e gr e en -t o-r e d i nt e n sit y r ati o b et w e e n t h e m G B P s) a n d (iii) a u ni q u e 

p o p ul ati o n i n n o n -i nt er a cti n g m G B P s. I n t h e f oll o wi n g, w e e x pl ai n t h e s e fi n di n g s: I n Fi g ur e 

2 A  a n d  2 B , w e p erf or m e d s c att er pl ot a n al y si s a n d c ell ul ar b a c k m a p pi n g i n u ni nf e ct e d a n d 

i nf e ct e d c ell s ( wit h T. g o n dii ). T h e c orr e s p o n di n g s c att er pl ot s (Fi g ur e 2 C ) s h o w t h e 

fl u or e s c e n c e i nt e n sit y of t h e e G F P a n d m C h err y c h a n n el. W e i d e ntifi e d t hr e e di sti n ct V L S 

gr o u p s i n t h e m G B P 2 -m G B P 7 s c att er pl ot ( Fi g ur e 2 C, u ni nf e ct e d ). Fir st, m G B P 2 a n d 

m G B P 7 n e v er c ol o c ali z e. m G B P 2 al o n e (r e d s u b p o p ul ati o n) m ai nl y l o c ali z e d at t h e b or d er of 

a l ar g e V L S wit h m G B P 7 m o stl y u n mi x e d i n t h e c e nt er ( or a n g e s u b p o p ul ati o n). A d diti o n all y, 

m G B P 7 f or m e d s m all V L S ( gr e e n p o p ul ati o n), w hi c h f u s e wi t h t h e l ar g er r e d-or a n g e 

p arti cl e s. T h e sit u ati o n at t h e P V M i s m or e c o m pl e x, a s di s pl a y e d b y t h e s c att er pl ot 

p o p ul ati o n s. E s p e ci all y t h e or a n g e p o p ul ati o n di stri b ut e d o v er a wi d e i nt e n sit y r a n g e. T h e 

h et er o g e n e o u s di stri b uti o n of t hi s p arti c ul ar p o p ul ati o n ( or a n g e) i s -at l e a st p artl y - c a u s e d b y 

t h e a xi al a n d l at er al r e s ol uti o n li mit of c o nf o c al mi cr o s c o p y t o cl e arl y r e s ol v e n o n-c ol o c ali zi n g 

fr a cti o n s of pr ot ei n s i n V L S ( p arti cl e s s m all er t h a n a p pr o x. 2 0 0 n m i n di a m et er, s e e Fi g ur e 

3 A ). S c att er pl ot a n al y si s of m G B P 7 a n d m G B P 3 i n di c at e s a hi g h d e gr e e of o v erl a p ( or a n g e 

p o p ul ati o n) a n d a s m all m G B P 7 -o nl y ( gr e e n) p o p ul ati o n ( Fi g ur e 2 C, u ni nf e ct e d ). A 

p o p ul ati o n r e pr e s e nti n g m G B P 3 al o n e w a s n ot d et e ct a bl e. E vi d e ntl y, t h e gr e e n p o p ul ati o n s 

a s s e m bl e a n d m er g e wit h t h e or a n g e ( d o u bl e p o siti v e) p o p ul ati o n s ( Fi g ur e 2 B ). I n c ell s 

i nf e ct e d wit h T. g o n dii, t h e s c att er pl ot a n al y si s i n di c at e s a m or e h et er o g e n e o u s p o p ul ati o n of 

m G B P 7 -m G B P 3 V L S ( or a n g e) wit h a cl e ar c h a n g e of t h e s c att er pl ot sl o p e, t h u s alt eri n g t h e 

i nt e n sit y r ati o b et w e e n V L S a n d P V M ( bl u e). C o n s e q u e ntl y, b ot h p o p ul ati o n s ar e 

di sti n g ui s h a bl e ( Fi g ur e 2 B/ C , i nf e ct e d). O v er all, diff er e nt d e gr e e s of c ol o c ali z ati o n of b ot h 

pr ot ei n s w er e cl e arl y di sti n g ui s h a bl e.  
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Fi g u r e 2: D et ail e d c ol o c ali z ati o n a n al y si s of m G B P 7 wit h m G B P 3 a n d m G B P 2.  A. C o nf o c al  

i m a g e s u s e d i n s c att er pl ot a n al y si s. C o m p art m e nt s a n d c ell s h a p e ar e hi g hli g ht e d i n t h e m er g e d 

i m a g e. B . C ell ul ar b a c k m a p pi n g a p pr o a c h of s el e ct e d s c att er pl ot p o p ul ati o n s. T o p s e cti o n: B a c k 

m a p pi n g of t h e m G B P 2 a n d m G B P 7 p o p ul ati o n s. T h e z o o m i n s h o w s t h e h et er o g e n e o u s V L S: 

Y ell o w, mi x e d s p e ci e s i n t h e mi d dl e of a c o n d e n s at e, fr e e m G B P 2 (r e d) at t h e c o n d e n s a t e ri m a n d 

s m all V L S, a n d fr e e m G B P 7 ( gr e e n) i n s m all s e p ar at e V L S of m G B P 7. I n i nf e ct e d c ell s, V L S 

b e h a v e si mil ar w hil e t h e P V M a p p e ar s h et er o g e n e o u s, p arti all y mi x e d or si n gl e -s p e ci e s ( m G B P 2) 

wit h n o cl e ar p att er n.  B ott o m s e cti o n: L o c ali z ati o n of t h e c o l o c ali zi n g p o p ul ati o n c o nt ai ni n g 

m G B P 7 a n d m G B P 3 ( or a n g e), a s w ell a s a m G B P 7 o nl y fr a cti o n ( gr e e n) wit hi n t h e m e a s ur e d 

M E F c ell. T h e z o o m -i n s h o w s h o w t h e gr e e n p o p ul ati o n s a s s e m bl e t h e or a n g e p o p ul ati o n. 

Alt h o u g h m G B P 7 a n d m G B P 3 a s s e m bl e h o m o g e n e o u sl y i n  i nf e ct e d c ell s, a diff er e n c e i n 

st oi c hi o m etr y i s alr e a d y vi si bl e at t h e P V M ( bl u e) c o m p ar e d t o t h e V L S ( or a n g e).  C.  m G B P 7 a n d 

m G B P 2 s h o w s e p ar at e gr e e n a n d r e d p o p ul ati o n s. A t hir d p o p ul ati o n wit h c o n st a nt hi g h m G B P 2 

i nt e n sit y a n d i n cr e a si n g m G B P 7 i nt e n sit y ( y ell o w) w a s i d e ntifi e d. I n i nf e ct e d c ell s, V L S a n d P V M 

f oll o w t hi s tr e n d b ut ar e f ar m or e h et er o g e n e o u s i n t h e mi x e d p o p ul ati o n ( or a n g e). m G B P 7 a n d 

m G B P 3 s h o w a hi g h d e gr e e of c ol o c ali z ati o n ( or a n g e p o p ul ati o n) a n d o nl y littl e a m o u nt of fr e e 

m G B P 7 ( gr e e n). Sit u ati o n i n T. g o n dii r e pr o d u ci bl y c h a n g e s fr o m o n e i nt o t w o i nt e n sit y r ati o 

p o p ul ati o n s, f or mi n g di sti n ct sl o p e s, w hi c h w e cl e arl y a s si g n e d t o eit h er V L S ( or a n g e) or P V M 

( bl u e) 

0 1 0 0 2 0 0 3 0 0
0
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m G B P 3 a n d m G B P 7 f or m s u b -str u ct ur e d mi x e d V L S, w h er e a s m G B P 2 a n d m G B P 7  

a s s e m bl e i n s p ati all y s e p ar at e d V L S  

T o i m pr o v e r e s ol uti o n of t h e m G B P 7 c o nt ai ni n g c o n d e n s at e s a n d v erif y t h e h y p ot h e si s t h at 

h et er o g e n eit y o c c ur s wit hi n t h e pr ot ei n p h a s e s, w e i m a g e d fi x e d M E F c ell s b y Str u ct ur e 

Ill u mi n ati o n Mi cr o s c o p y ( SI M) al o n g wit h a c o n c urr e nt c o nf o c al p arti cl e a n al y si s. O ur fi n di n g s 

s u g g e st t h e pr e s e n c e of h et er o g e n e o u s s u b -str u ct ur e s i n v er y s m all V L S a n d l ar g er 

str u ct ur e s. A s s u g g e st e d fr o m t h e i m a g e s ( Fi g ur e 2 -fi g ur e s u p pl e m e nt 1), a p arti cl e si z e 

a n al y si s s h o w n i n Fi g ur e 3 -t a bl e s u p pl e m e nt 1  i n di c at e s diff er e n c e s i n p arti cl e si z e a n d 

n u m b er: m G B P 7 i n a h o m o p h a s e a n d n o n -i nt er a cti n g e n vir o n m e nt ( a s wit h m C h-m G B P 2) 

f or m e d v er y s m all p arti cl e s of 0. 1 3 ±  0. 3 4  µ m 2 . I nt er e sti n gl y, m G B P 7-m G B P 3 p arti cl e s h a v e 

a v er a g e p arti cl e si z e s u p t o  0. 3 7 ± 0. 6 1 µ m 2 , t hr e e ti m e s l ar g er t h a n i n m G B P 7 c ell s wit h o ut 

m G B P 3. I n c o ntr a st, m G B P 2 w a s e xtr e m el y v ari a bl e i n si z e a n d f or m, r e a c hi n g a n a v er a g e 

p arti cl e si z e of m or e t h a n t e nf ol d ( 1. 7 8  ± 6. 6 1 µ m 2 ). T h e diff er e n c e s i n di stri b uti o n of e G F P-

m G B P 7 V L S a n d m C h -m G B P 2 V L S i n M E F m G B P 7 -/- c ell s ( n = 9) i s d e s cri b e d i n a 

hi st o gr a m a n d hi g hli g ht e d b y t h e c u m ul ati v e pr o b a bilit y m a s s f u n cti o n P x i a s s h o w n i n 

Fi g ur e 3 A . U si n g t h e 2σ  crit eri o n of si z e di stri b uti o n, w e i d e ntifi e d a si z e t hr e s h ol d at a p pr o x. 

4. 5 µ m 2 ( 5 %), fr o m w h er e w e st art t o t er m t h e V L S a s l ar g e p arti cl e s . V L S of e G F P -m G B P 7 

a n d m C h -m G B P 2 ar e di sti n cti v el y diff er e nt i n si z e wit h e G F P -m G B P 7 f or mi n g t h e s m all er 

V L S, a s vi si bl e i n t h e c u m ul ati v e pr o b a bilit y m a s s f u n cti o n P x i a n d s h o w n i n Fi g ur e 3 -t abl e 

s u p pl e m e nt 1 . C o n c urr e ntl y, t h e n u m b er of s m all e G F P-m G B P 7 V L S n e ar t h e diffr a cti o n 

li mit i s hi g h er t h a n f or m C h-m G B P 2 V L S, w hi c h f oll o w a br o a d er di stri b uti o n t o w ar d s l ar g er 

V L S.  

Of n ot e, vi s u al i n s p e cti o n a n d c ell c o u nti n g of M E F m G B P 7 -/- c ell s ( n = 5 0 0) wit h e G F P -

m G B P 7 a n d m C h -m G B P 2 ±  I N Fγ  i n di c at e d t h at at l e a st i n 6 5 % c ell s ( n = 3 2 5) p arti cl e s wit h 

a l e n gt h of  > 5 µ m a n d cl e arl y s e p ar at e d m C h a n d e G F P s p e ci e s c a n b e f o u n d. 

R e pr e s e nt ati v e e G F P -m G B P 7 a n d m C h -m G B P 2 p arti cl e s ar e s h o w n i n Fi g ur e 3 B . W e 

c a n n ot r ul e o ut v er y s m all m G B P 7 V L S ( <  1 µ m) wit hi n t h e d e si g n at e d si n gl e -p o siti v e 

m G B P 2 V L S ( n = 1 5 5), a s t h e s c att er pl ot a n al y si s ( Fi g ur e 2 B , i nf e ct e d) alr e a d y s u g g e st e d 

t h e pr e s e n c e of V L S s m all er t h a n 1 µ m c o n si sti n g of b ot h n o n-i nt er a cti n g m G B P s. T h us, t h e 

r e al n u m b er of m G B P 2-m G B P 7 p arti cl e s i s hi g h er. A s t h e s e p arti cl e s ar e e xtr e m el y l ar g e 

a n d n ot n e c e s s aril y gl o b ul ar, w e diff er e nti at e b et w e e n t h e s m all p arti cl e s = V L S a n d t h e 

l ar g er o n e s wit h cl e arl y s e p ar at e d m G B P s, t h at w e d e m ar k i n t h e f oll o wi n g “l ar g e p arti cl e s”. 

T h e h et er o g e n eit y o c c ur s d u e t o c ell -t o-c ell v ari ati o n s i n pr ot ei n e x pr e s si o n a n d diff er e n c e s 

i n t h e r e s p e cti v e st oi c hi o m etr y. I n Fi g ur e 3 B , w e s h o w a r e pr e s e nt ati v e c o nf o c al i m a gi n g 

g all er y of e G F P -m G B P 7 a n d m C h -m G B P 2 d o u bl e p o siti v e V L S. Diff er e nt d e gr e e s of c o -

l o c ali z ati o n of b ot h pr ot ei n s w er e cl e arl y di sti n g ui s h a bl e. T h e V L S c o ul d b e r e s ol v e d b y 



9 1  
 

c o nf o c al mi cr o s c o p y at hi g h r e s ol uti o n if l ar g e o pti c al z o o m ( a c c or di n g t o t h e N y q ui st 

crit eri o n) a n d v er y l o w p o w er ( n W) w er e u s e d. T h e l a r g e st V L S (Fi g ur e 3 C , w hit e b o x) w er e 

s el e ct e d f or m a g nifi c ati o n i n b ot h c o m bi n ati o n s. A s o b s er v e d b ef or e wit h c o nf o c al 

mi cr o s c o p y a n d s c att er pl ot a n al y si s, a cl e ar s e p ar ati o n b et w e e n m G B P 7 a n d m G B P 2 w a s 

c o nfir m e d i n Fi g ur e 3 C . S m all V L S w er e vi si bl e w hi c h f u s e d i nt o t h e e xi sti n g p eri n u cl e ar, 

l ar g er V L S wit h m G B P 2 e n c o m p a s si n g m G B P 7 f or u n k n o w n r e a s o n s. C o m p ar e d t o c o nf o c al 

i m a gi n g (Fi g ur e 3 B ), w e w er e n o w a bl e t o r e s ol v e s u b-str u ct ur e s i n t h e m G B P 7 p h a s e 

(Fi g ur e 3 C ). F urt h er m or e, t h e V L S c a n b e di sti n g ui s he d i nt o m G B P 2 -p o or p h a s e s a n d i nt o 

m G B P 2 -d e n s e p h a s e s. T h e i nt eri or m G B P 2 -p o or p h a s e w a s c h ar a ct eri z e d b y t h e pr e s e n c e 

of a h et er o g e n e o u sl y s u b -str u ct ur e d m G B P 7 p h a s e. H o w e v er, t h e m G B P 2 -d e n s e p h a s e w a s 

al w a y s fr e e of m G B P 7 pr ot ei n. Al s o s h o w n i n Fi g ur e 3 D , m G B P 7 a n d m G B P 3 p arti cl e s w er e 

n e arl y al w a y s c ol o c ali z e d, b ut wit h fl u ct u ati n g gr e e n t o r e d r ati o s i n di c ati n g a v ari a bl e 

m G B P 7/ m G B P 3 st oi c hi o m etr y. T hi s tr e n d w a s alr e a d y o b s er v e d i n c ell ul ar b a c k m a p pi n g 

(Fi g ur e 2 ) a n d fit s r e a s o n a bl y w ell t o t h e h et er og e n eit y o b s er v e d i n F R A P r e c o v er y a n d 

d y n a mi c s, a s d et ail e d b el o w.  
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Fi g u r e 3: SI M r e v e al s diff er e nt d e g r e e s of h et er o g e n eit y i n m G B P 7 c o nt ai ni n g c o n d e n s at e s . 

A. Di stri b uti o n of V L S si z e c h ar a ct eri z e d b y ar e a of p arti cl e s i n t h e c o nf o c al pl a n e ( n = 9 c ell s). 

Hi g h e st fr e q u e n c y of V L S i s f o u n d at t h e c o nf o c al r e s ol uti o n li mit ( h er e: 2 0 7 n m). e G F P -m G B P 7 

V L S ar e s m all er t h a n m C h -m G B P 2. C u m ul ati v e pr o b a bilit y m a s s f u n cti o n P( x i) r e v e al s t h e m ai n 

fr a cti o n ( 9 5 %) of V L S a s s m all er t h a n 4. 5 µ m2 . V L S l ar g er > 4. 5 µ m 2  ar e t er m e d ‘l ar g e p arti cl e s’. B. 

R e pr e s e nt ati v e g all er y of e G F P -m G B P 7/ m C h -m G B P 2 p arti cl e s. T h e v erti c al s c al e b ar i s 2 0 µ m, t h e 

h ori z o nt al s c al e b ar i s 1 0 µ m C. e G F P -m G B P 7 ( gr e e n) i n pr e s e n c e of m C h -m G B P 2 (r e d.) L eft 

i m a g e s h o w s t w o r e pr e s e nt ati v e c ell s wit h pr e d o mi n a ntl y p eri n u cl e ar e G F P-m G B P 7 ( gr e e n) a n d 

m C h -m G B P 2 (r e d) p o siti v e l ar g e p arti cl e s of diff er e nt ar e a s > 1 0 µ m 2  a s w ell a s m G B P 2 or m G B P 7 

h o m o -V L S. F or ori e nt ati o n, t h e n u cl ei a n d m e m br a n e s w er e i n di c at e d i n gr e y. Ri g ht i m a g e ( 1) i s a 

z o o m of t hi s gi a nt V L S. A gri d si z e of 3 4 µ m f or G F P a n d 4 2 µ m f or m C h err y w a s u s e d, r ot ati n g 5 

ti m e s. D. e G F P -m G B P 7 ( gr e e n) i n pr e s e n c e of m C h -m G B P 3 (r e d). L eft i m a g e: B ot h pr ot ei n s p e ci e s 

ar e c o -l o c ali z e d, b ut a p eri n u cl e ar, l ar g e V L S ( w hit e b o x, z o o m 2) cl e arl y s h o w s s u b str u ct ur e (ri g ht 

i m a g e). F or ori e nt ati o n, t h e c ell n u cl e u s w a s o utli n e d.  

 

 

 

3 alt er n ati v e

N u cl e u s 1
( 2 5 x 2 5 µ m)

N u cl e u s 2 
( 2 5 x 3 5 µ m)

2 0 µ m

5 µ m

SI M: e G F P -m G B P 7/ m C h -m G B P 2

e G F P -m G B P 7 m C h -m G B P 2

m er g e
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F or m ati o n of hi g h affi nit y m G B P 7 h o m o -oli g o m er s a n d m e di u m affi nit y h et er o -

oli g o m er s.  

O ur pr e vi o u s a n al y si s cl e arl y i n di c at e d a si g nifi c a nt c ol o c ali z ati o n of m G B P 7 a n d m G B P 3. 

T h er ef or e, w e u s e t h e e st a bli s h e d M FI S -F R E T t e c h ni q u e t o m e a s ur e a n d a n al y z e t h e 

oli g o m eri z ati o n pr o p erti e s d e p e n d e nt o n c ell ul ar h et er o g e n eit y ( c o n c e ntr ati o n eff e ct s)  u n d er 

li v e-c ell c o n diti o n s. I n d et ail, w e d et er mi n e d: 

(i) t h e fr a cti o n of F R E T-a cti v e m ol e c ul e s, x F R E T , j u d g e d b y c o m p ari s o n of ti m e -

r e s ol v e d, F R E T-i n d u c e d d o n or q u e n c hi n g, 𝐺 D ( 𝑡 ) ,  

(ii) F R E T -b a s e d affi niti e s b y t h e c o n c e ntr ati o n -d e p e n d e n c e of x F R E T . H er e, w e u s e 

t h e o b s er v e d i ntr a- a n d i nt er -c ell e x pr e s si o n v ari a bilit y of t h e r e s p e cti v e m G B P s 

t o d et er mi n e c o n c e ntr ati o n s fr o m m e a s ur e d fl u or e s c e n c e i nt e n siti e s u n d er 

c ali br at e d c o n diti o n s.  

(iii) k F R E T  t o e sti m at e a n d c o m p ar e diff er e n c e s i n oli g o m eri z ati o n b et w e e n t h e 

c o m p art m e nt s.  

A s o b s er v e d b ef or e, e G F P -m G B P 7 pr ot ei n i n a b s e n c e or pr e s e n c e of it s a c c e pt or s m C h -

m G B P s e xi st s i n t h e c yt o pl a s m i n diff er e ntl y c o n c e ntr at e d a s s e m bli e s ( Fi g ur e 1 ). T h e F R E T 

pr o p erti e s of t h e s y st e m w er e al s o vi s u ali z e d dir e ctl y b y ti m e-r e s ol v e d, F R E T -i n d u c e d d o n or 

q u e n c hi n g, 𝑐 D ( 𝐷 )  [ 3 5], [ 1 7]. It dir e ctl y r e s ol v e s t h e fr a cti o n of F R E T -i n a cti v e s p e ci e s 

(x N o F R E T = 1 -x D A ) a s c o n st a nt off s et. Fi g ur e 4 A  di s pl a y s diff er e nt 𝐶 D ( 𝑁 )  c ur v e s of e G F P -m G B P 7 

i n a b s e n c e or pr e s e n c e of m C h-m G B P 2, m C h -m G B P 3 a n d m C h -m G B P 7 i n C P ( gr e e n), V L S 

(r e d) a n d P V M ( bl u e). A c c or di n gl y, t h e fr a cti o n of F R E T -a cti v e m G B P 7 m ol e c ul e s, x F R E T , 

i n cr e a s e s c o n c e ntr ati o n-d e p e n d e nt, fr o m C P t o V L S a n d P V M. C o n si st e n t wit h t h e r e s ult s i n 

Fi g ur e 1 , al m o st n o c yt o pl a s mi c h et er o-F R E T w a s o b s er v e d f or m G B P 7 i n pr e s e n c e of t h e 

a c c e pt or s, m G B P 3 a n d m G B P 2. N o c h a n g e s i n x F R E T  w er e d et e ct e d i n V L S a n d o nl y mi n or 

c h a n g e s ( c o n c e ntr ati o n eff e ct) at t h e P V M i n m G B P 7/ m G B P 2 c ell s. F or t h e a c c e pt or 

m G B P 3, i n cr e a si n g x F R E T  w a s d et e ct e d i n a c o n c e ntr ati o n -d e p e n d e nt m a n n er i n V L S a n d 

P V M.  

T h e di sti n ct pr ot ei n c o n c e ntr ati o n a n d fr a cti o n of F R E T -a cti v e m ol e c ul e s c a n b e u s e d t o 

e sti m at e F R E T -b a s e d affi niti e s ( Fi g ur e 4 B ). F or d et er mi n ati o n of K D , w e fit t h e r el ati o n 

b et w e e n x F R E T  a n d t h e a c c e pt or c o n c e ntr ati o n. T h e o b s er v e d v ari ati o n i n d at a i s c a u s e d b y 

t h e h et er o g e n e o u s pr o p erti e s of m C h err y i n c ell s. T h e a p p ar e nt KD  i n di c at e s t h at affi nit y 

b et w e e n t h e s a m e m ol e c ul e s, n a m el y m G B P 7, i s m u c h  hi g h er a n d t h er ef or e pr ef err e d o v er 

i nt er a cti o n wit h ot h er m ol e c ul e s, i n t hi s c a s e m G B P 3 ( w e a k er affi nit y). W e n e v er o b s er v e d 

affi nit y of m G B P 7 t o w ar d s m G B P 2. T h e F R E T r at e c o n st a nt, k F R E T , i s utili z e d a s a n a d diti o n al 

m e a s ur e t o c o m p ar e t h e i n cr e a si n g a m o u nt of F R E T u p o n oli g o m eri z ati o n d u e t o t h e ri si n g 

a c c e pt or c o n c e ntr ati o n ( Fi g ur e 4 C).  
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C yt o pl a s mi c m G B P 7 i n pr e s e n c e of m G B P 3 s h o w s t h e l o w e st k F R E T  a n d t w of ol d i n cr e a s e i n 

V L S a n d at t h e P V M. T h e F R E T r at e i s hi g h er f or h o m o -i nt er a cti o n of m G B P 7 a n d i s 

c o m p ar a bl e t o m G B P 2 fr o m o ur pr e vi o u s st u d y [ 6]. T h er ef or e, w e s u g g e st t h at m G B P 7 

f or m s di m er s a n d hi g h er-or d er oli g o m er s si mil ar t o m G B P 2.  

 

 

 

 

Fi g u r e 4: F R E T -b a s e d a n al y si s o n m G B P 7 oli g o m eri z ati o n a n d affi nit y. A.  T h e sl o p e a n d 

s at ur ati o n of t h e c ur v e of t h e F R E T -i n d u c e d d o n or q u e n c hi n g ε D (t) di s pl a y s t h e r ati o of t h e t w o 

fl u or e s c e n c e d e c a y s fD A  (t)/fD (t) of e G F P-m G B P 7 ( D) i n pr e s e n c e of t h e a c c e pt or s ( A) i n C P ( gr e e n, 4 

µ M pr ot ei n),  V L S (r e d, 2 0 µ M pr ot ei n) a n d at t h e P V M ( bl u e, 1 0 0 µ M pr ot ei n) i n a c o n c e ntr ati o n -

d e p e n d e nt m a n n er. B.  F R E T -b a s e d affi nit y of e G F P -m G B P 7 w a s d et er mi n e d b y pl otti n g t h e a c c e pt or 

c o n c e ntr ati o n v er s u s x F R E T . KD  w er e c al c ul at e d t o b e i n t h e l o w er µ M r a n g e. T h e affi nit y w a s hi g h e st 

f or m G B P 7 s elf-i nt er a cti o n ( KD ~ 0. 7, n = 8 4,  2
 = 0. 0 0 6 4 4), w e a k er f or m G B P 3 h et er o -i nt er a cti o n 

( KD ~ 2. 2 5, n = 6 5,  2
 = 0. 0 0 4 3 6) a n d a b s e nt wit h m G B P 2 ( K D ~ 5 5 0 µ M, n = 8 0). C. k F R E T  d eri v e d fr o m 

h et er o -i nt er a cti o n of e G F P-m G B P 7 wit h m C h -m G B P 3 ar e t h e l o w e st i n a v er a g e d u e t o t h e l o w e st 

affi nit y b et w e e n t h e s p e ci e s. k F R E T  d eri v e d f or m G B P 7 s elf -i nt er a cti o n i s c o m p ar a bl e a n d sli g htl y l o w er 

t h a n m G B P 2 s elf-i nt er a cti o n [ 6]. 
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m G B P 7 V L S ar e d y n a mi c b ut at l o w r e c o v er y r at e s.  

W hil e m G B P 7 a n d m G B P 2 h a v e t h e a bilit y t o l o c ali z e at s p ati all y s e p ar at e d p h a s e 

b o u n d ari e s, m G B P 7 a n d m G B P 3 f or m h et er o -oli g o m er s wit hi n V L S. S c att er pl ot a n d c ell ul ar 

b a c k m a p pi n g alr e a d y i n di c at e d mi n or h et er o g e n eiti e s  b et w e e n a n d i n si d e V L S, s u g g e sti n g 

t h at V L S ar e c o m p o s e d of irr e g ul ar str u ct ur al el e m e nt s. T h er ef or e, w e u s e d F R A P 

(fl u or e s c e n c e r e c o v er y aft er p h ot o bl e a c hi n g) t o a n al y z e t h e d y n a mi c b e h a vi or a n d 

c o m p o siti o n of m G B P 7 c o nt ai ni n g V L S i n diff er e nt M E F m G B P 7 -/- c ell li n e s wit h st a bl y 

tr a n s d u c e d wit h e G F P-m G B P 7 i n pr e s e n c e of m C h -m G B P 2 or -m G B P 3).  

W e p erf or m e d F R A P m e a s ur e m e nt s o n V L S wit h a n a v er a g e si z e of a p pr o xi m at el y 3 -7 µ m 

a n d r e c or d e d t h e fl u or e s c e n c e r e c o v er y wit hi n a n o b s er v ati o n wi n d o w of 3 6 0 s. F R A P  o n 

s m all er V L S g a v e n o r e a s o n a bl e r e s ult s, d u e t o f a st m o v e m e nt s of t h e o b s er v e d p arti cl e s. 

F urt h er m or e, w e o nl y s h o w e d t h e fir st 2 5 0 s e c o n d s of t h e r e c o v er y c ur v e s, a s fl u ct u ati o n s 

a n d n oi s e i n cr e a s e d. e G F P a n d m C h err y w er e c o m pl et el y bl e a c h e d ( Fi g ur e 5 A ), l e a di n g t o 

t h e b a c k gr o u n d c orr e ct e d r e c o v er y c ur v e s s h o w n i n Fi g ur e 5 B . W e w er e u n a bl e t o o b s er v e 

f ull r e c o v er y f or eit h er e G F P n or m C h err y att a c h e d t o t h e r e s p e cti v e m G B P. D e s cri bi n g t h e 

o b s er v e d r e c o v er y c ur v e s b y a t w o -c o m p o n e nt bi -e x p o n e nti al diff u s i o n m o d el c o n si sti n g of 

t w o r e c o v er y ti m e s a n d c orr e s p o n di n g fr a cti o n s ( s e e e q. ( 1) , m at eri al a n d m et h o d s a n d 

Fi g ur e 5 -fi g ur e S u p pl e m e nt 1 f or m o d el s el e cti o n), l e a d s t o o b s er v e d v al u e s s h o w n i n 

Fi g ur e 5 C . W hil e t h e r e c o v er y l e v el c a n b e u s e d t o m a k e a st at e m e nt a b o ut t h e fr a cti o n of 

fr e el y diff u si n g ( m o bil e) m ol e c ul e s wit hi n t h e r e s p e cti v e V L S, t h e r e c o v er y ti m e q u a ntifi e s t h e 

v el o cit y of m o bil e m ol e c ul e s.  

I nt er e sti n gl y, F R A P pr o p erti e s d et er mi n e d f or e G F P-m G B P 7 w er e str o n gl y d e p e n d e nt o n t h e 

c o m p art m e nt. W hil e m G B P 7 a n d m G B P 3 s h o w si mil ar r e c o v er y pr o p erti e s wit hi n t h e V L S, 

w e o b s er v e d diff er e n c e s f or m G B P 7 a n d m G B P 2 wit h r e s p e ct t o s at ur ati o n l e v el a n d 

r e c o v er y ti m e. e G F P-m G B P 7 i n t h e pr e s e n c e of m G B P 3 s h o w s a f a st er r e c o v er y 

(〈𝐺 1 / 2 〉𝑡 𝑐 𝐷 𝐶
𝑁 𝑡 𝑐 𝑡 7 / 3

 = 6 3 ± 9 s) a n d hi g h er m o bil e fr a cti o n ( 3 8 ± 8 %) c o m p ar e d t o e G F P -m G B P 7 i n 

pr e s e n c e of m G B P 2 ( 1 8 ± 2 %, 〈𝑡 1 / 2 〉𝑟 𝑎 𝑛 𝑠
𝑡 𝑐 𝜔 𝑧 7 / 2

= 1 4 ± 3 s). T h e s e fi n di n g s m a y i n di c at e t h at t h e 

o b s er v e d r e c o v er y r at e s of m G B P 7 -c o nt ai ni n g V L S ar e d u e t o h et er o g e n eiti e s wit hi n t h e 

diff er e nt str u ct ur e s i n a c c or d a n c e wit h t h e i nt er a cti o n a bilit y (littl e h et er o g e n eit y i n d o u bl e 

p o siti v e m G B P 7 -m G B P 3 V L S, str o n g er h et er o g e n eit y i n m G B P 7 -m G B P 2 V L S). Pr e vi o u sl y 

o b s er v e d s u b -str u ct ur e s of m G B P 7 -m G B P 2 V L S m a y w or k a s a diff u si o n b arri er f or m G B P 7. 

T h e m G B P 7 p h a s e i s al w a y s e n c o m p a s s e d b y m G B P 2, s o t h at t h e r e c o v er y ti m e s ar e 

si g nifi c a ntl y sl o w er, l e a di n g t o a l o w er m o bil e fr a cti o n.  
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F urt h er m or e, l o c al diff er e n c e s i n c yt o pl a s mi c pr ot ei n c o n c e ntr ati o n s m a y al s o i nfl u e n c e t h e 

r e c o v er y i n all c a s e s. W e al s o o b s er v e d f a st er r e c o v er y i n pr o xi m al r e gi o n s a n d sl o w er 

r e c o v er y i n t h e str u ct ur e’ s c or e ( s p ati al diff u si o n h et er o g e n eit y), e x pl ai ni n g t h e n e e d t o fit 

d at a bi -e x p o n e nti all y a n d r e s ulti n g i n diff er e nt r e c o v er y r at e s ( Fi g ur e 5 -fi g ur e s u p pl e me nt 

2 A/ B ). M or e o v er, w e o b s er v e d f u si o n, fl u ct u ati o n s a n d hi g h m o bilit y of V L S, w hi c h r e s ult i n 

br o a d h et er o g e n eit y of t h e o b s er v e d r e c o v er y c ur v e s ( s e e Fi g ur e 5 -fi g ur e s u p pl e m e nt 2 A). 

 

 

Fi g u r e 5: Fl u o r e s c e n c e r e c o v er y of fl u o r e s c e ntl y l a b el e d m G B P s. A. E x e m pl ar y i m a g e s of 

m G B P 7 -m G B P 3 (t o p r o w) a n d m G B P 7 -m G B 2 ( b ott o m r o w) at diff er e nt ti m e s wit hi n t h e F R A P 

e x p eri m e nt (t = 0 s, 9 s a n d 6 mi n; s c al e b ar s 5 µ m a n d 1 0 µ m, r e s p e cti v el y). T h e r e d arr o w s i n di c at e t h e 

bl e a c h e d ar e a (r e d cir cl e at t = 0 s). C orr e s p o n di n g ti m e d e p e n d e nt r e c o v eri e s [ %] ar e s h o w n i n B.  f or 

m G B P 7 -m G B P 2 (t o p), m G B P 7 -m G B P 3 ( mi d dl e). R e c o v er y c ur v e s ar e fitt e d wit h a bi -e x p o n e nti al 

m o d el ( m e a n e G F P r e c o v er y: d ar k gr e e n; m e a n m C h err y r e c o v er y: r e d/ p ur pl e d a s h e d li n e wit h err or 

s h o w n i n gr e e n a n d r e d/ p ur pl e, r e s p e cti v el y) ( e q. 1). T h e o bt ai n e d m G B P 7 r e c o v er y ti m e s a n d m o bil e 

fr a cti o n s ar e s h o w n i n C , all o wi n g t o i d e ntif y t w o t y p e s of F R A P r e c o v er y i n m G B P 7 V L S. I n di vi d u al 

F R A P c ur v e s ar e s h o w n i n Fi g u r e 5 -fi g u r e s u p pl e m e nt 2. 
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3. Di s c u s si o n  

m G B P s s p e cifi c all y a s s e m bl e i n d y n a mi c a n d c o n c e nt r at e d pr ot ei n p h a s e s wit hi n t h e 

V L S a n d at t h e P V M.  

I n t hi s st u d y, w e a n al y z e d m o bilit y, ( c o-)l o c ali z ati o n a n d i nt er a cti o n affi niti e s b et w e e n 

m G B P s wit h fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y a n d i m a gi n g b a s e d t e c h ni q u e s i n t hr e e M E F 

m G B P 7 -/- c ell li n e s st a bl y tr a n s d u c e d wit h F P -f u s e d m G B P 7, m G B P 3 a n d m G B P 2. M FI S-

F R E T m e a s ur e m e nt s i n di c at e d a hi g h affi nit y of m G B P 7 wit h it s elf, a l o w er affi nit y wit h 

m G B P 3 a n d n o affi nit y t o w ar d s m G B P 2 ( Fi g ur e 1 ). A s a n e c e s s ar y c o n diti o n f or F R E T, 

c o nf o c al a n d SI M i m a gi n g ( Fi g ur e 3 ) wit h s u b s e q u e nt s c att er pl ot a n al y si s a n d c ell ul ar b a c k 

m a p pi n g ( Fi g ur e 2 ) i n di c at e d a hi g h d e gr e e of c ol o c ali z ati o n b et w e e n m G B P 7 a n d m G B P 3. 

T h e c ol o c ali z ati o n w a s r e stri ct e d t o V L S a n d t o t h e P V M, w h il e m G B P 7 a n d m G B P 2 n e v er 

dir e ctl y c ol o c ali z e a n d i nt er a ct vi a F R E T ( Fi g ur e 4 ). Alt h o u g h t h e m aj orit y of t h e s e V L S 

c o n si st of eit h er m G B P 7 or m G B P 2, b ot h pr ot ei n s w er e al s o f o u n d t o g et h er at t h e b o u n d ar y 

of t h e t w o p h a s e s. I n t h e s e c o n d e n s at e s, m G B P 2 al w a y s e n c o m p a s s e d m G B P 7 a n d n e v er 

vi c e v er s a . T hi s pr o c e s s i s p o s si bl y dri v e n b y f u si o n of V L S a n d s p o nt a n e o u s u n mi xi n g of t h e 

n o n -i nt er a cti n g pr ot ei n s, cr e ati n g t h e l ar g e s p ati all y s e p ar at e d V L S s h o w n i n Fi g ur e 3 A . 

Aft er i nf e cti o n, t h e d e gr e e of c ol o c ali z ati o n a n d r e s ulti n g F R E T b a s e d affi niti e s b et w e e n 

m G B P 7 a n d t h e a n al y z e d m G B P s at t h e P V M a p p e ar m or e h et er o g e n e o u s a n d sli g htl y 

w e a k er c o m p ar e d t o t h e V L S. T o a s s e s s w h et h er t h e V L S ar e still d y n a mi c or irr e v er si bl y 

a g gr e g at e d, w e p erf or m e d F R A P e x p eri m e nt s (Fi g ur e 5) . W e o b s er v e d, t h at all m G B P 

s p e ci e s ar e m o bil e b ut t o a diff er e nt e xt e n d, e v e n i n v er y l ar g e V L S ( 3 -7 µ m).  

St r u ct ur al si mil arit y b et w e e n L G -d o m ai n s, l o w c o m pl e xit y f e at ur e s a n d t h e C -t er mi n al 

r e gi o n of m G B P s d et er mi n e s p e cifi c p h a s e t r a n siti o n s i nt o d y n a mi c V L S.  

Al m o st all h u m a n a n d m uri n e G u a n yl at e Bi n di n g Pr ot ei n s ( m G B P s) ar e r e p ort e d t o f or m 

v e si cl e -li k e str u ct ur e s ( V L S) [ 3 6]. W hil e s o m e G B P s c ol o c ali z e i n t h e s a m e V L S, ot h er s st a y 

cl e arl y s p ati all y s e p ar at e d ( p h a s e b o u n d ar y). W e attri b ut e t hi s  t o t h e str u ct ur al si mil arit y 

b et w e e n t h e G B P s. W e u s e d t h e m G B P 7 h o m ol o g y m o d el [ 1 2] f or f urt h er a n al y si s. A s 

s h o w n e x e m pl aril y i n Fi g ur e 6 A , m o st m e m b er s of t h e G B P f a mil y s h ar e t h e hi g h e st 

s e q u e n c e i d e ntit y i n t h eir N -t er mi n al, str u ct ur e d L G d o m ai n (Fi g ur e 6 -fi g ur e s u p pl e m e nt 1). 

T h e d e gr e e of s e q u e n c e si mil arit y a n d k e y r e si d u e s, e s p e ci all y i n t h e L G, t h e pr e s e n c e of a 

m e m br a n e a n c h or, C -t er mi n al l o w c o m pl e xit y r e gi o n s a n d t h eir p o st-tr a n sl ati o n al 

m o difi c ati o n s m a y i nfl u e n c e t h e h o m o - a n d h et er o -oli g o m e ri z ati o n a n d t h er ef or e t h e a bilit y t o 

f or m V L S. T hr o u g h o ut o ur c h ar a ct eri z ati o n, w e o b s er v e d fr e q u e nt c h a n g e s i n si z e, s h a p e 

a n d n u m b er of V L S a m o n g t h e M E F m G B P 7 -/- c ell li n e s. B a s e d o n o ur e x p eri m e nt al fi n di n g s, 

w e pr o p o s e a p h a s e s e p ar ati o n b e h a vi or f or  m G B P s i n t h eir c ell ul ar e n vir o n m e nt, w hi c h 
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c a u s e s t h e m G B P s t o tr a n sit fr o m t h e s ol v at e d c yt o s oli c di m eri c f or m i nt o a d e n s e oli g o m eri c 

pr ot ei n p h a s e, ulti m at el y a s s e m bli n g a s V L S. T hi s tr a n siti o n i s d e p e n d e nt o n  

(i) t h e a bilit y of m G B P s t o di m eri z e vi a t h eir L G d o m ai n a n d  

(ii) bi o p h y si c al pr o p erti e s s u c h a s h y dr o p h o bi cit y (l ar g el y d et er mi n e d b y t h e C -

t er mi n u s) a n d el e ctr o st ati c i nt er a cti o n s, m a ki n g it t h er m o d y n a mi c all y f a v or e d t o 

ali g n t h e pr ot ei n s i n t h e s a m e or s p ati all y s e p ar at e d p h a s e.  

(i) C o n si d eri n g s e q u e n c e si mil arit y, w e n oti c e d a str o n g t e n d e n c y of all m G B P s t o w ar d s 

h o m o -oli g o m eri z ati o n. T hi s o b s er v ati o n i s i n a c c or d a n c e wit h st u di e s wit h h G B P s  [ 2 9, 3 7], 

a n d m G B P 2 [ 6]. C o n s e q u e nti all y, a hi g h er si mil arit y i n s e q ue n c e w o ul d al w a y s c orr el at e wit h 

hi g h er i nt er a cti o n p ot e nti al. T hi s a p pli e s e s p e ci all y t o t h e L G, w er e t h e fir st c o nt a ct of t h e 

di m er o c c ur s. E vi d e ntl y, t h e hi g h er si mil arit y ( 8 6. 6 %) of m G B P 7 wit h m G B P 3 f a v or s 

c ol o c ali z ati o n b ut n ot b et w e e n m G B P 7 a n d m G B P 2  ( 7 1. 9 %). O ur F R E T e x p eri m e nt s 

(Fi g ur e s 1, 4 ) f urt h er s u p p ort t hi s fi n di n g, r e v e ali n g m G B P 7 a n d m G B P 2 a s n o n -i nt er a cti n g. 

F or m G B P 7 wit h m G B P 3, F R E T e x cl u si v el y r e v e al e d t h e h o m o-di m eri z ati o n vi a t h e L G 

d o m ai n of m G B P 7 a s h a vi n g t h e hi g h e st affi nit y, f oll o w e d b y h et er o -di m eri z ati o n wit h 

m G B P 3. A s alr e a d y r e p ort e d i n lit er at ur e [ 6, 3 8], m ut ati o n al d el eti o n of k e y r e si d u e s i n t h e 

L G d o m ai n pr e v e nt di m eri z ati o n. I ntri g ui n gl y, i n a bilit y t o di m eri z e w o ul d al s o a b oli s h t h e 

a bilit y of m G B P 2 t o a s s e m bl e i n V L S. T h er ef or e, w e c o n cl u d e t h at L G -di m eri z ati o n of G B P s 

i s a k e y st e p t o f or m oli g o m er s a n d V L S f or m ati o n [ 2 9]. I n a n eff ort t o e x pl ai n t h e i n a bilit y of 

m G B P 2 t o i nt er a ct wit h m G B P 7, w e c o m p ar e d t h e f ull i nt er a cti o n i nt erf a c e s f o u n d i n t hr e e 

h G B P 1 di m er cr y st al st r u ct ur e s [ 3 9] ( P D B: 2 b 9 2, 2 b c 9, 2 b 8 w, s e e Fi g ur e 6 -t a bl e 

s u p pl e m e nt 1 ) t o t h e c orr e s p o n di n g r e si d u e s of all t hr e e m G B P s. W hil e m o st of t h e c o nt a ct s 

a p p e ar w ell c o n s er v e d o v er all h o m ol o g u e s, w e fi n d a str o n g a c c u m ul ati o n of di m eri c p ol ar 

c o nt a ct s i m p air e d i n t h e g u a ni n e c a p d u e t o s u b stit uti o n s of k e y r e si d u e s (Fi g ur e 6 B ). T h e 

g u a ni n e c a p ( G C) i s a hi g hl y fl e xi bl e r e gi o n, w hi c h c a n u n d er g o m a n y s m all er a n d l ar g e 

c o nf or m ati o n al c h a n g e s [ 4 0]. It h a s a r el ati v el y l o w h o m ol o g y c o m p ar e d t o t h e r e st of t h e L G 

d o m ai n. U p o n G T P bi n di n g, it c h a n g e s fr o m t h e o p e n c o nf or m ati o n i nt o a cl o s e d 

c o nf or m ati o n a n d s u b s e q u e ntl y all o w s di m eri z ati o n [ 4 1]. I n h G B P 1, th e m o st i m p ort a nt 

r e si d u e s f or t hi s pr o c e s s, R 2 4 0 a n d R 2 4 4, ar e r e s p o n si bl e f or r o u g hl y h alf of t h e Δ Δ G i n t h e 

di m eri z ati o n pr o c e s s [ 4 2], m ai nt ai ni n g cr u ci al c o nt a ct wit hi n t h e di m er i nt erf a c e d uri n g 

n u cl e oti d e h y dr ol y si s [ 2 9, 4 1]. R 2 4 0 i s c o n s er v e d o v er h G B P 1 a n d all t hr e e m G B P s i n t hi s 

st u d y. H o w e v er, R 2 4 4 i s m ut at e d t o l y si n e ( K 2 4 4 i n m G B P 7) i n m G B P 7 a n d m G B P 3, b ut  n ot 

i n m G B P 2. Cr u ci all y, at t h e -1 p o siti o n of R 2 4 4, m G B P 7 a n d m G B P 3 b ot h i ntr o d u c e a n 

a d diti o n al a s p art at e ( D 2 4 2 i n m G B P 7) i nt o t h e m otif, eff e cti v el y el o n g ati n g t h e g u a ni n e c a p 

b y o n e r e si d u e. ( Fi g ur e 6 D ). C o m p ari n g t h e g u a ni n e c a p cr y st al str u ct ur e of n u cl e oti d e -

b o u n d h G B P 1 ( P D B: 1f 5 n) t o t h e m G B P 7 h o m ol o g y str u ct ur e m o d el [ 1 2], w e f o u n d a di sti n ct 
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g a p b et w e e n t h e str u ct ur e s i n t h e r e s p e cti v e h eli x t ur n ( Fi g ur e 6 D ). T h er ef or e, t h e a n gl e of 

t h e K 2 4 3 i n m G B P 7 i s di st ort e d a g ai n st t h e R 2 4 4 i n h G B P 1, d e vi ati n g fr o m t h e ori gi n al 

t o p ol o g y. I ntri g ui n gl y, t h e s h ort er ‘ g a p-R/ X’ t y p e f o u n d i n h G B P 1 a n d m G B P 2 s e e m s t o b e a 

t y pi c al m otif f or pr e n yl at e d G B P s ( h/ m G B P 1, h/ m G B P 2 a n d, t o a l e s s er e xt e nt, h/ m G B P 5) 

[ 1 1, 3 9]. T h e + 1 l o n g er ‘ D K’ c a p f o u n d i n m G B P 7 a n d m G B P 3 t y pi c all y e xi st s i n G B P s 

wit h o ut C A A X -m otif ( m G B P 3, h G B P 4, m G B P 6, m G B P 7, m G B P 1 0) [ 1 1, 3 9]. Si n c e a w e a k 

i nt er a cti o n b et w e e n m G B P 2 a n d m G B P 3 w a s r e p ort e d e arli er [ 6], a l o w er affi nit y i nt er a cti o n 

m u st still b e p o s si bl e a n d t h e c a p m otif a n d l e n gt h d o e s n ot a p p e ar a s f ull y d et er mi ni sti c f or 

t h e i nt er a cti o n. Still, it mi g ht pl a y a f u n d a m e nt al r ol e a s o n e k e y str u ct ur al el e m e nt t o m e di at e 

n ot o nl y h o m o - b ut e s p e ci all y h et er o -di m eri z ati o n wit hi n t h e s a m e t y p e/ m ot if, e x pl ai ni n g a 

p art of t h e diff er e n c e w e s e e i n L G h et er o -i nt er a cti o n b et w e e n m G B P 7 a n d m G B P 2 or 

m G B P 3.  

 

 

Fi g u r e 6: St r u ct u r al a n al y si s of m G B P 7 a n d h o m ol o g u e s.  A . Si d e-vi e w: F ull -l e n gt h si mil arit y 

b et w e e n m G B P 7 a n d m G B P 2 ( 7 2. 9 %), m G B P 7 a n d m G B P 3 ( 8 6. 6 % ). Fr o nt-vi e w: L G d o m ai n wit h 

i nt erf a c e r e si d u e s hi g hli g ht e d. Gr e e n/ s oli d cir cl e: I d e nti c al, gr e e n/ d ott e d cir cl e: Si mil ar, r e d/ m a g e nt a: 

n ot i d e nti c al. B. L G -i nt erf a c e of m G B P 7 wit h it s elf, wit h m G B P 2 a n d wit h m G B P 3. P ol ar c o nt a ct s 

t a k e n fr o m c orr e s p o n di n g r e si d u e s h G B P 1 di m er str u ct ur e s, D S S P-b a s e d st a n d ar d vi a p y m ol. 

m G B P 7/ m G B P 3

O v e r all : 8 6. 6 % si mil a rit y

n ot si mil a rsi mil a r

m G B P 7/ m G B P 2

O v e r all: 7 1. 9 % si mil a rit y

n ot si mil a rsi mil a r

F ull -l e n gt h si mil arit y & L G si mil arit y , m G B P 7 v s m G B P 2 a n d m G B P 3

> m G B P 7  2 3 8  R P T K D K E L L V H V E E M P E D Q  2 5 7
> m G B P 3  2 3 2  R P T S D K R L L L Q I E N V P E N Q  2 5 1

m G B P 7/ m G B P 3 g u a ni n e c a p

h G B P 1/ m G B P 2 g u a ni n e c a p

> h G B P 1  2 4 0  R P V H - R R K L A Q L E K L Q D E E  2 5 8  
> m G B P 2  2 3 8  R P A Q - R K Q L S K L E T L R E E E  2 5 6
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I d e nti c al r e si d u e s a n d m G B P 7-r e si d u e s i n gr e e n, r e si d u e s f o u n d s p e cifi c all y i n m G B P 2 i n r e d, 

r e si d u e s f o u n d s p e cifi c all y i n m G B P 3 i n m a g e nt a. C at al yti c all y i m p ort a nt r e gi o n s ar e hi g hli g ht e d 

( bl u e). M ai nt ai n e d p ol ar c o nt a ct s di s pl a y e d a s bl a c k d a s h e d li n e. L o st c o nt a ct s di s pl a y e d a s r e d 

d a s h e d li n e, t hi c k n e s s r e pr e s e nt s t h e n u m b er of c o nt a ct s l o st at t h e r e s p e cti v e p o siti o n b et w e e n t h e 

h o m ol o g u e s. C. G u a ni n e c a p s e q u e n c e s ali g n e d. T h e g a p f o u n d i n t h e g u a ni n e c a p of h G B P 1 a n d 

m G B P 2 i s m ar k e d i n or a n g e. Cr y st al str u ct ur e ali g n m e nt r e v e al s a str o n g d e vi ati o n ar o u n d R 2 4 4 

( h G B P 1). R M S D of g u a ni n e c a p ali g n m e nt g o e s u p t o 3. 7 0 v s 1. 2 2 of t h e w h ol e L G -d o m ai n ali g n m e nt.  

(ii) Aft er t h e hi g h -affi nit y L G di m eri z ati o n st e p, a r e -ori e nt ati o n o c c ur s i n t h e di m er. T hi s w a s 

r e c e ntl y s h o w n f or h G B P 1 [ 1 7, 4 3] a n d r e s ult s i n a l o w -affi nit y i nt er a cti o n b et w e e n t h e α -1 3 

h eli c e s, w hi c h i s s uffi ci e nt d u e t o t h e cl o s e pr o xi mit y i n t h e di m er. T h e r e -ori e nt ati o n, w hil e 

r et ai ni n g str u ct ur al pl a sti cit y, c a n aff e ct h y dr o p h o bi cit y a n d p ol ar c o nt a ct s a n d pr o m ot e 

a s s e m bl y wit hi n pr ot ei n p h a s e r at h er t h a n a s ol v at e d s p e ci e s. A g a i n, hi g h si mil arit y will 

i n cr e a s e t h e c h a n c e of t h e f e at ur e s b ei n g b e n efi ci al f or h o m o-p h a s e f or m ati o n. A c c or di n gl y, 

a l o c al c o n c e ntr ati o n gr a di e nt ( Fi g ur e 3 C ) a s o b s er v e d i n t h e V L S c o ul d b e a c o n s e q u e n c e 

of a f a v or a bl e h o m o a s s e m bl y r at h er t h a n mi x e d s p e ci e s. A n e s s e nti al diff er e n c e c o n c er ni n g 

h y dr o p h o bi cit y li e s wit hi n t h e pr e n yl ati o n of m G B P 2 a n d ot h er m G B P s at it s C -t er mi n u s, 

i n d u ci n g a j a n u s-h e a d e d, hi g hl y a m p hi p hili c m o m e nt u m i nt o t h e pr ot ei n. C A A X -m ut at e d 

v ari a nt s of m G B P 2, u n a bl e t o b e m o difi e d vi a  pr e n yl ati o n, f ail t o f or m a n y vi si bl e V L S [ 6], 

r e n d eri n g t h e C-t er mi n al m o difi c ati o n a n d i nt er a cti o n a s t h e s e c o n d f u n d a m e nt al st e p 

t o w ar d s oli g o m eri z ati o n, al o n g si d e t h e e arli er L G-i nt er a cti o n. T h e C-t er mi n al m e m br a n e 

bi n di n g h eli x r e c e ntl y d et e ct e d i n m G B P 7 [ 1 2] c o ul d mi mi c t h e c o n c e pt of m G B P 2, alt h o u g h 

t h e h y dr o p h o bi c p ot e nti al of a pr e n yl at e d t ail h ar b or s a c o n si d er a bl y str o n g er a m p hi p hili c 

c h ar a ct er. A p art fr o m t h e mi s m at c hi n g L G d o m ai n s, t h e d e s cri b e d diff er e n c e i n C -t er mi n al 

h y dr o p h o bi cit y mi g ht al s o d et er mi n e w h et h er m G B P s a s s e m bl e i n mi x e d pr ot ei n p h a s e s or 

u n mi x s p o nt a n e o u sl y.  

V L S a s d y n a mi c pr ot ei n p h a s e r e s er v oir f or i m m e di at e att a c k of m G B P s o n 

i ntr a c ell ul ar p ar a sit e s 

V L S a s m o bil e pr ot ei n p h a s e s s er v e a s r e s er v oir f or m ulti pl e m G B P s p e ci e s, k e e pi n g 

c yt o s oli c m G B P -l e v el s eff e cti v el y u n d er c o ntr ol a n d i n d u c e c o o p er ati vit y [ 4 4]. U p o n I N F -γ  

sti m ul ati o n, c ell ul ar m G B P l e v el s ri s e dr a sti c all y [ 4 5]. T h e r e s ulti n g i n cr e a s e i n c yt o s oli c 

c o n c e ntr ati o n n e e d s t o b e c o ntr oll e d  t o a v oi d u n c o ntr oll e d a g gr e g ati o n a n d si d e eff e ct s [ 4 6] 

i n t h e c yt o pl a s m, e v e nt u all y c a u si n g s e v er e c ell ul ar str e s s b y di st ur bi n g vit al c yt o s oli c 

pr o c e s s e s. T h e hi g h t hr o u g h p ut of G T P mi g ht di st ur b c ell ul ar e n er g y m et a b oli s m [ 4 7], if n ot 

l o c all y c o ntr oll ed. T h e a s s e m bl y of m G B P s i n hi g hl y c o n c e ntr at e d, l o c all y r e stri ct e d a n d 

d y n a mi c p h a s e s a p p e ar a s a s p ati al c o ntr ol m e c h a ni s m [ 2 6] t o m ai nt ai n f ull c ell ul ar 

f u n cti o n alit y a n d li k e wi s e s wiftl y att a c k i ntr a c ell ul ar p ar a sit e s u p o n i nf e cti o n [ 2 9].  
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Pl a nt g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n s li k e G T P a s e s ( G B P L) s h o w si mil ar m e c h a ni s m s, e v e n 

u n d er g oi n g li q ui d -li q ui d p h a s e s e p ar ati o n tri g g er e d b y l o n g I D R s, t h at m a m m ali a n G B P s l a c k 

[ 4 8]. W e f urt h er s p e c ul at e, t h at t h e l o c all y hi g h c o n c e ntr ati o n of m G B P s i s r e g ul at e d b y y et 

u ni d e ntifi e d pr ot ei n s, s u c h a s i ntri n si c all y di s or d er e d pr ot ei n s (I D P s), w hi c h cr o s sli n k pr ot ei n s 

a n d R N A s [ 4 9, 5 0].  

M o d e of i nt er a cti o n of m G B P s i s c o n n e ct e d t o s p e cifi c d o m ai n a n d p h a s e i nt er a cti o n s.  

I n di vi d u al G B P s u n d er g o p h a s e tr a n siti o n fr o m a m o n o m eri c a n d di m eri c p h a s e ( pri m aril y 

c yt o pl a s m) t o a n oli g o m eri c p h a s e ( V L S). B a s e d o n t h e str u ct ur al diff er e n c e s, m G B P 7 c a n 

f or m diff er e nt t y p e s of m o bil e pr ot ei n p h a s e s wit h ot h er m G B P s. T h e V L S c o nt ai ni n g m G B P 7 

a n d m G B P 2 f or m i m mi s ci bl e pr ot ei n p h a s e s, w hil e m G B P 7 a n d m G B P 3 f or m a mi s ci bl e, 

s u b -str u ct ur e d pr ot ei n p h a s e. W e c o n cl u d e t h at c yt o pl a s mi c ( h o m o -) di m eri z ati o n vi a t h e L G-

d o m ai n i s a pr e -r e q ui sit e f or hi g h er or d er oli g o m eri z ati o n pr e s u m a bl y m e di at e d b y t h e m G B P 

C -t er mi n u s a n d s u b s e q u e nt f or m ati o n of pr ot ei n p h a s e s ( = V L S). W h et h er m G B P s a s s e m bl e 

i n mi x e d or s e p ar at e d p h a s e s mi g ht b e d et er mi n e d b y L G-affi nit y a n d si mil arit y of str u ct ur al 

pr o p erti e s ( el e ctr o st ati c p ot e nti al, h y dr o p h o bi cit y, C -t er mi n al t ail s) a s w ell a s f urt h er 

i nt er a cti o n p art n er s m e di ati n g t h e p h a s e tr a n siti o n. H o w e v er, (fr o m a t h er m o d y n a mi c 

p er s p e cti v e) t h e hi g h h o m o-affi nit y of m G B P 7 a n d m G B P 2 ( h o m o di m eri z ati o n) mi g ht i niti at e 

a n u cl e ati o n pr o c e s s at a m ol e c ul ar l e v el wit h l o w er fr e e e n er g y a n d t h er ef or e all o w t h e 

s y st e m f urt h er mi ni m i z e t h e fr e e e n er g y b y t h e f or m ati o n of t w o di sti n g ui s h a bl e p h a s e s. 

O n c e t h e n u cl e ati o n i s i niti at e d, t h e gr o wt h of V L S i s dri v e n c o al e s c e n c e, l e a di n g t o l ar g er 

d e mi x e d a s s e m bli e s a s s h o w n i n Fi g ur e 3 . O n c e t h e t h er m o d y n a mi c e q uili bri u m i s r e a c h e d, 

t h e c o n c e ntr ati o n of G B P s i n s ol uti o n a n d i n t h e d e n s e p h a s e ar e hi g hl y diff er e nt.  D u e t o 

c o n st a nt c h e mi c al p ot e nti al i n b ot h p h a s e s a n d a cr o s s t h e p h a s e b o u n d ar y, t h er e i s n o 

t e m p or al c h a n g e i n c h e mi c al p ot e nti al c a u si n g t h e diff u si o n fl u x. T h e G B P s st o c h a stic all y 

diff u s e i n a n d o ut of t h e diff er e nt p h a s e s u n d er g oi n g c o nf or m ati o n al c h a n g e s a n d pr ot ei n 

i nt er a cti o n s. B a s e d o n t h e s e i m pli c ati o n s, w e pr o p o s e a n i nt er a cti o n m o d el a s s h o w n i n 

Fi g ur e 7.   
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Fi g u r e 7: Pr o p o s e d m o d e of i nt er a cti o n a n d p h a s e b e h a vi or of m G B P 7 wit h m G B P 2 a n d 

m G B P 7 wit h m G B P 3.  F R E T pr o p erti e s a s s u g g e st e d fr o m M FI S -F R E T m e a s ur e m e nt s i n di c at e hi g h 

affi nit y ( + +), m e di u m affi nit y ( +) or n e gli gi bl e affi nit y ( -). All s p e ci e s, m G B P 7 ( gr e e n), m G B P 2 (r e d) a n d 

m G B P 3 ( m a g e nt a), f or m h o m ot y pi c di m er u nit s i n t h e c yt o pl a s m. m G B P 7 a n d m G B P 2 ar e s e p ar at e d 

i n s m all V L S a n d l ar g er V L S w h er e m G B P 2 al w a y s e n cl o s e s m G B P 7 wit h o ut mi xi n g. T h e sit u ati o n at 

t h e P V M i s m or e c o m pl e x, m G B P 2 c a n q ui c kl y i nt er a ct wit h t h e m e m br a n e d u e t o t h e pr e n yl ati o n a n d 

a p p e ar s t o di stri b ut e h o m o g e n e o u sl y ar o u n d t h e m e m br a n e. I n a d diti o n t o h o m ot y pi c a s s e m bli e s, 

m G B P 7 a n d m G B P 3 f or m mi x e d a s s e m bli e s i n V L S a n d at t h e P V M. B a s e d o n t h eir c o n c e ntr ati o n, 

oli g o m eri z ati o n d e gr e e, u n k n o w n m G B P s ( w hit e h e x a g o n s) a n d p o s si bl e u n k n o w n i nt er a ct or s ( w hit e 

cir cl e s) t h e F R E T pr o p erti e s diff er b et w e e n s p e ci e s a n d c o m p art m e nt s. E s p e ci all y at t h e P V M, b ot h 

pr ot ei n s t e n d t o b e m or e cl u st er e d i n c o ntr a st t o V L S, w h er e o nl y mi cr o -h et er o g e n eiti e s ar e vi si bl e.   

F ut ur e r e s e ar c h i s n e e d e d t o i n v e sti g at e p ot e nti al i nt er a ct or s i n v ol v e d i n V L S f or m ati o n a n d 

r e cr uit m e nt t o t h e P V M, a s w ell a s s u p er -r e s ol uti o n i m a gi n g a n d s p e ctr o s c o p y t e c h ni q u e s t o 

r e s ol v e t h e u n d erl yi n g h et er o g e n eiti e s a n d affi niti e s i n pr ot ei n p h a s e s i n V L S, at p h a s e 

b o u n d ari e s a n d at t h e P V M wit h hi g h er pr e ci si o n.  
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4. M at eri al a n d M et h o d s  

Cl o ni n g a n d c o n str u ct s  

NI H 3 T 3  m o u s e e m br y o ni c fi br o bl a st s ( M E F s) fr o m E C A C C ( P u bli c H e alt h E n gl a n d, 

S ali s b ur y) w er e u s e d a s m o d el or g a ni s m s. T h e W T o p e n r e a di n g fr a m e of m G B P 7 ( N C BI 

a c c e s si o n n u m b er  N M _ 0 0 1 0 8 3 3 1 2. 2), m G B P 2 ( N C BI a c c e s si o n n u m b er N M _ 0 1 0 2 6 0. 1) a n d 

m G B P 3 ( N C BI a c c e s si o n n u m b er N M _ 0 0 1 2 8 9 4 9 2. 1) w er e cl o n e d i nt o t h e p W P X L pl a s mi d 

( Tr o n o l a b) a s N-t er mi n al G F P-f u si o n or m C h err y-f u si o n c o n str u ct s. T h e l e nti vir al e n v el o p e 

v e ct or p L P/ V S V G (I n vi tr o g e n) a n d t h e p a c k a gi n g v e ct or p s P A X 2 w er e u s e d f or t h e l e nti vir al 

g e n eti c tr a n sf er.  

C ell c ult ur e  

M E F c ell s w er e c ulti v at e d i n Gl ut a m a x ™ D ul b e c c o' s m o difi e d E a gl e' s m e di u m ( D M E M, 

Gi b c o) s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % h e at i n a cti v at e d f et al b o vi n e s er u m ( F B S, Gi b c o) a n d 1 0 0 

U/ ml p e ni cilli n/ 1 0 0 μ g/ ml str e pt o m y ci n at 3 7 ° C wit h 5 % C O 2 .  

I nf e cti o n of M E F s wit h T. g o n dii  

C ell s w er e sti m ul at e d wit h 2 0 0 U/ m L I F N γ  ( R & D S y st e m s) 1 6 h b ef or e i nf e cti o n. F or i m a gi n g 

a n d m e a s ur e m e nt s, M E F s w er e c ult ur e d i n 6 -w ell pl at e s o n c o v er gl a s s e s ( ø 1 5 m m, V W R 

I nt er n ati o n al) a n d i n o c ul at e d wit h fr e s hl y h ar v e st e d T. g o n dii  at a r ati o of 1 0 0: 1. T o r e m o v e 

e xtr a c ell ul ar p ar a sit e s 2 h o ur s p o st i nf e cti o n, c ell s w er e w a s h e d wit h P B S a n d fi x e d f or 

d o w n str e a m pr o c e s si n g.  

Li v e c ell m e a s ur e m e nt s  

Li v e c ell m e a s ur e m e nt s w er e c arri e d o ut i n N u n c ™ L a b T e k ™ II 8 -w ell c h a m b er s 

( T h er m o Fi s h er). C ell s w er e s e e d e d i n s u p pl e m e nt e d D M E M m e di u m ( a s d e s cri b e d a b o v e) 

a n d gr o w n u ntil 7 0 -8 0 % c o nfl u e n c e. F or li v e c ell m e a s ur e m e nt s, m e di u m w a s c h a n g e d t o 

pr e -w ar m e d Fl u or o Brit e ™ D M E M ( Gi b c o).  

Mi cr o s c o p y  

C o nf o c al i m a gi n g: C o nf o c al i m a gi n g wit h li v e or fi x e d c ell s w er e p erf or m e d o n a c o nf o c al 

l a s er s c a n ni n g mi cr o s c o p e F V 1 0 0 0 I X 8 1 i n v ert e d mi cr o s c o p e, Ol y m p u s u si n g a 6 0 x w at er 

i m m er si o n U P L S A P O N A 1. 2 o bj e cti v e. D A PI a n d e G F P w er e e x cit e d at 4 0 5 n m a n d 4 8 8 

n m, r e s p e cti v el y wit h t h e i nt er n al F V 1 0 -M A R A D -2 m ai n l a s er u nit, m C h err y w a s e x cit e d at 

5 5 9 n m wit h a n e x t er n al O pti λ  5 5 9 di o d e l a s er ( N T T El e ctr o ni c s). I nt er n al P M T d et e ct or s 

( Ol y m p u s) w er e u s e d f or d et e cti o n.  

C o nf o c al i m a gi n g of m G B P 7 -m G B P 2 V L S: M E F m G B P 7 -/- c ell s st a bl y tr a n s d u c e d wit h 

e G F P -m G B P 7 a n d m C h -m G B P 2 w er e i m a g e d wit h t h e s etti n g s e x pl ai n e d a b o v e. D u e t o a 
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v er y bri g ht a n d hi g h e x pr e s si o n l e v el s of m C h -m G B P 2, w e i niti all y o b s er v e d “ y ell o w” 

p eri n u cl e ar V L S, w hi c h w er e u n e x p e ct e d. T o r e s ol v e t h e s e d o u bl e p o siti v e p eri n u cl e ar V L S, 

a n o pti c al z o o m b et w e e n 4 -7 w a s u s e d, a r e s ol uti o n of 1 0 2 4 x 1 0 2 4 pi x el,  a s c a n ni n g ti m e of 

2 0 µ s a n d t h e l o w e st p o s si bl e l a s er p o w er f or t h e r e d di o d e l a s er of 0. 1 %. T h e r e s ulti n g 

i m a g e c oll e cti o n i s pr e s e nt e d i n Fi g ur e 3  a n d ni c el y s h o w s s p ati all y s e p ar at e d, u n mi x e d 

m G B P a s s e m bli e s wit hi n t h e s a m e V L S.  

St r u ct ur e d ill u mi n ati o n mi cr o s c o p y ( SI M):  str u ct ur e d ill u mi n ati o n mi cr o s c o p y ( SI M) w a s 

p erf or m e d o n a n E L Y R A P S. 1 ( Z ei s s) u si n g a Pl a n -A p o c hr o m at 6 3 x/ 1. 4 Oil DI C M 2 7 

o bj e cti v e. F or i m a gi n g of t h e fl u or e s c e nt pr ot ei n s e G F P a n d m C h err y f u s e d t o m G B P s i n 

fi x e d M E F c ell s, 4 8 8 n m w a s c h o s e n wit h a B P 4 9 5 -5 7 5 + L P 7 5 0 filt er f or e G F P a n d 5 6 1 n m 

e x cit ati o n wit h a B P 5 7 0 -6 5 0 + L P 7 5 0 filt er f or m C h err y, r e s p e cti v el y. T h e r e s ulti n g i m a g e s 

w er e 7 5. 5 6 µ m x 7 5. 4 0 µ m. D uri n g SI M a gri d si z e of 3 4 µ m f or e G F P a n d 4 2 µ m f or 

m C h err y w a s u s e d. Gri d s w er e 5 ti m e s r ot at e d. R e c o n str u cti o n w a s p erf or m e d u si n g t h e 

Z E N str u ct ur e d ill u mi n ati o n f e at ur e wit h n oi s e filt er of -6. 5 f or e G F P a n d -6. 2 f or m C h err y.  

 

S oft w ar e a n d A n al y si s  

I m a g e a c q ui siti o n w a s p erf or m e d u si n g t h e c o m m er ci al s oft w ar e f or t h e r e s p e cti v e  

mi cr o s c o p e s ( Z e n Bl a c k v er si o n f or El yr a P S. 1, Fl u o vi e w 1 0 0 0 v er si o n 3 f or Ol y m p u s I X 8 1).  

O ur h o m e b uilt s oft w ar e c oll e cti o n M ulti p ar a m et er Fl u or e s c e n c e D et e cti o n a n d I m a gi n g 

( M F DI, htt p :// w w w. m p c. h h u. d e/ s oft w ar e/ s oft w ar e-p a c k a g e. ht ml ) w a s u s e d f or fl u or e s c e n c e 

s p e ctr o s c o p y a n al y si s. T h e c ol o c ali z ati o n b a s e d a n al y si s ( s c att er pl ot g e n er ati o n) w a s d o n e 

wit h Fiji pl u gi n S c att er J [ 3 4]. P arti cl e s a n al y si s w a s d o n e wit h t h e I m a g e J p arti cl e a n al y si s 

t o ol [ 5 1]. I n p arti c ul ar, ‘ A nI’ w a s u s e d f or i m a g e b a s e d a n al y si s a n d ‘ M ar g arit a’ w a s u s e d f or 

s u b s e q u e nt d at a vi s u ali z ati o n.  A c c ur at e lif eti m e s w er e o bt ai n e d u si n g ‘ C hi S urf’ 

(htt p s:// g it h u b. c o m/ Fl u or e s c e n c e-T o ol s/ C hi S urf ). H u y g e n s Pr of e s si o n al 1 9. 0 4 w a s u s e d f or 

c hr o m ati c a b err ati o n c orr e cti o n i n c o nf o c al d at a a n d f or cr o s st al k c orr e cti o n, st a bili z ati o n a n d 

d e c o n v ol uti o n. SI M i m a g e s w er e r e c o n str u ct e d u si n g t h e Z e n Bl a c k s oft w ar e.  

Fl u or e s c e n c e r e c o v er y aft er p h ot o bl e a c hi n g ( F R A P)  

M E F c ell s w er e s e e d e d i n N U N C 8 -w ell c h a m b er e d sli d e s o n e d a y b ef or e F R A P 

m e a s ur e m e nt s. C ell s w er e k e pt i n pr e -w ar m e d Fl u or o Brit e ™ D M E M ( Gi b c o) d uri n g 

m e a s ur e m e nt. F or F R A P, a bl e a c h r e gi o n of i nt er e st ( R OI) of  4 0 x 4 0 pi x el w a s c h o s e n, 

r e s ulti n g i n bl e a c h e d ar e a s of 0. 5 µ m (f or m G B P 3 c o nt ai ni n g str u ct ur e s, 1 1 x z o o m) a n d 2 µ m 

(f or m G B P 2 c o nt ai ni n g str u ct ur e s, 6 x z o o m) wit h a r e s ol uti o n of 2 5 6 x 2 5 6 pi x el. T h e  bl e a c h 

R OI w a s l o c at e d at t h e b or d er b et w e e n c yt o pl a s m a n d c o n d e n s at e. B ot h l a s er li n e s, 4 8 8 n m 

a n d 5 5 9 n m w er e si m ult a n e o u sl y a cti v at e d f or bl e a c hi n g. 1 5 pr e -bl e a c h fr a m e s w er e 
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c oll e ct e d, 1 0 bl e a c h fr a m e s a n d 9 8 5 p o st -bl e a c h fr a m e s wit h a d w ell ti m e of 4 µ s/ pi x el. F or 

a n al y si s, a b a c k gr o u n d R OI ( B G) of t h e s a m e s i z e a s t h e bl e a c h R OI w a s u s e d t o s u btr a ct 

n oi s e fr o m t h e fl u or e s c e n c e si g n al s S G F P  a n d S m C h . T h e r e s ulti n g c orr e ct e d i nt e n siti e s IG F P  

a n d Im C h  w er e pl ott e d v er s u s ti m e. R e c o v er y r at e w a s c al c ul at e d b y t h e r ati o of p o st -bl e a c h 

i nt e n siti e s t o t h e a v er a g e of pr e -bl e a c h i nt e n siti e s: R e c o v er y ( %) = ( IG F P, p o st -bl e a c h /IG F P, pr e -

bl e a c h )* 1 0 0. N o si g nifi c a nt p h ot o-bl e a c hi n g w a s d et e ct e d a n d bl e a c hi n g effi ci e n c y w a s 

b et w e e n 9 8 -1 0 0 % f or b ot h l a s er li n e s.  

B a c k gr o u n d c orr e ct e d r e c o v er y c ur v e s w er e fitt e d b y a bi e x p o n e nti al m o d el a c c or di n g t o 

e q u ati o n 1:  

 𝐺 ( 𝑡 ) = 𝑐 [1 − e x p ( −
𝐷

𝐶 1
) ] +   ( 1 − 𝑁 ) [1 − e x p ( −

𝑡

𝑐 2
) ] + 𝑡 𝑡 𝑟 𝑎 𝑛𝑠  ( 1) 

   

w h er e A i s t h e fr a cti o n of diff u si o n c o m p o n e nt 1 a n d 𝑡 𝑐  ar e t h e r e c o v er y lif eti m e f or t h e 

diff u si o n c o m p o n e nt 1 a n d 2, irr e s p e cti v el y. S e v er al m o d el s wit h hi g h er c o m pl e xit y f or si n gl e 

c o m p o n e nt w er e al s o e v al u at e d ( s e e Fi g ur e 5 -fi g ur e s u p pl e m e nt 1). 

C o nf o c al M FI S -F R E T m e a s ur e m e nt s  

S et u p d e s cri pti o n:  T h e F V 1 0 0 0  s y st e m i s a d diti o n all y e q ui p p e d wit h a n e xt er n al ti m e -

c orr el at e d si n gl e p h ot o n c o u nti n g u nit ( H y dr a H ar p 4 0 0, Pi c o Q u a nt) a n d e xt er n al d et e ct or s 

f or M FI S-F R E T m e a s ur e m e nt s. e G F P w a s e x cit e d at 4 8 5 n m wit h a L D H -D -C -4 8 5 di o d e 

l a s er ( Pi c o Q u a nt) wit h a li n e arl y p ol ari z e d b e a m a n d a p ul s e fr e q u e n c y of 3 2 M H z. m C h err y 

w a s e x cit e d wit h a n O pti λ  5 5 9 ( N T T El e ctr o ni c s) l a s er at a c o nti n u o u s w a v e ( C W) s etti n g. 

M FI S -F R E T m e a s ur e m e nt s w er e d o n e wit h l a s er p o w er s of ~ 2 0 0 n W at 4 8 5 n m a n d ~ 5 0 0 

n W at 5 5 9 n m, a pi n h ol e s i z e of 2 0 0 µ m, a d w ell ti m e of 2 0 µ s at a t ot al of 6 0 fr a m e s. 

S e p ar ati o n i nt o p ar all el a n d p er p e n di c ul ar si g n al s w a s r e ali z e d b y a P B S 1 0 1 p ol ari zi n g 

b e a m s plitt er c u b e ( T h orl a b s). e G F P si g n al w a s d et e ct e d vi a P D 5 C T C si n gl e -p h ot o n 

a v al a n c h e p h ot o di o d e s ( Mi c r o P h ot o n D e vi c e s) wit h u p str e a m H C 5 2 0/ 3 5 b a n d p a s s filt er s 

( A H F). D et e cti o n of m C h err y si g n al w a s r e ali z e d vi a c o ol e d H M P C -1 0 0 -4 0 h y bri d -

p h ot o d et e ct or s ( B e c k er & Hi c kl) wit h u p str e a m H C 6 0 7/ 7 0 b a n d p a s s filt er s ( A H F).  

C ali br ati o n m e a s ur e m e nt s : R h o d a mi n e 1 1 0 d eli v er e d t h e G -f a ct or G =  S g  / S g f or t h e G F P 

e mi s si o n w a v el e n gt h r a n g e ( gr e e n c h a n n el s).  T h e G -f a ct or a c c o u nt s f or t h e d et e cti o n 

effi ci e n c y diff er e n c e b et w e e n d et e ct or s of b ot h p ol ari z ati o n s  ( g  a n d g ). T h e i n str u m e nt 

r e s p o n s e f u n cti o n (I R F) w a s m e a s ur e d wit h t h e b a c k -r efl e cti o n of t h e l a s er b e a m u si n g a 

mirr or a n d w a s u s e d f or it er ati v e r e -c o n v ol uti o n i n t h e fitti n g pr o c e s s. F urt h er m or e, 

u ntr a n sf e ct e d c ell s w er e m e a s ur e d at 4 8 8 n m a n d 5 5 9 n m f or b a c k g r o u n d d et er mi n ati o n.  
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M FI S -F R E T a n al y si s  

M ulti p ar a m et er Fl u or e s c e n c e Lif eti m e s p e ctr o s c o p y -F R E T pr o vi d e s p arti c ul ar a d v a nt a g e s t o 

tr a diti o n al F LI M a s all r el e v a nt p ar a m et er s ar e si m ult a n e o u sl y m o nit or e d wit h pi c o s e c o n d 

a c c ur a c y all o wi n g f or a m ulti -st e p a n al y si s o n bi ol o gi c al s y st e m s [ 3 1]. I n t h e fir st st e p, pi x el s 

w er e s el e cti v el y a v er a g e d b y gr o u pi n g wit h t h e s a m e c h ar a ct eri sti c s. I n a s e c o n d st e p, t h e 

gr o u p e d pi x el s w er e i nt e gr at e d f or s u b s e q u e nt s u b -e n s e m bl e a n al y si s. T hi s pr o c e d ur e 

i n cr e a s e d t h e si g nal -t o-n oi s e r ati o a n d e n s ur e d hi g h q u alit y d at a f or c h ar a ct eri z ati o n of 

str u ct ur al pr o p erti e s, st oi c hi o m etr y a n d i nt er a cti o n affi niti e s.  

Pi x el -wi s e a n al y si s : T o d et er mi n e fl u or e s c e n c e -w ei g ht e d lif eti m e s i n a pi x el -wi s e a n al y si s, 

t h e hi st o gr a m s pr e s e nti n g t h e d e c a y of fl u or e s c e n c e i nt e n sit y aft er t h e e x cit ati o n p ul s e w er e 

b uilt f or e a c h pi x el wit h 1 2 8 p s p er bi n. W e u s e d m a xi m u m li k eli h o o d e sti m at or t o d et er mi n e  

t h e e x p eri m e nt al a ni s otr o p y, a n d t h e fl u or e s c e n c e-w ei g ht e d a v er a g e d lif eti m e of d o n or 

m ol e c ul e s t D( A) f i n a si n gl e pi x el u si n g c o m pl e x m o d el f u n cti o n a c c or di n g t o [ 6].  

2 D M F D hi st o gr a m s : T o s h o w c o or di n at e d c h a n g e s of F R E T i n di c at or s ( s h o w n i n Fi g. 5 C) , 

w e pl ott e d t h e 2 D hi st o gr a m s of d o n or lif eti m e t D( A) f v s t h e gr e e n t o y ell o w fl u or e s c e n c e 

i nt e n sit y r ati o ( FD / FA ) ( s e e e q u ati o n s ( 2) a n d ( 3)) c orr e ct e d f or cr o s st al k ( c h ar a ct eri z e d b y t h e 

cr o s st al k f a ct or α  ), b a c k gr o u n d B , d et e cti o n effi ci e n ci e s of D ( g G ) a n d A (g Y ). T h e a c c e pt or 

fl u or e s c e n c e u s e d f or 2 D-F R E T w a s c orr e ct e d f or a d diti o n al dir e ct a c c e pt or e x cit ati o n D E.  

 𝐺 D =  
𝑡 G − 〈𝑐 G 〉

𝐷 G
 (2 ) 

 𝐶 A =  
𝑁 Y − ( 〈𝑡 Y 〉 + 𝑐 𝑡 ) − 𝑡 ( 𝑟 G − 〈𝑎 G 〉)

𝑛 Y
 (3 ) 

cr o s st al k α  i s d et er mi n e d a s t h e r ati o b et w e e n d o n or p h ot o n s d et e ct e d i n t h e y ell o w c h a n n el s 

a n d t h o s e d et e ct e d i n t h e gr e e n c h a n n el s f or t h e D o n or o nl y s a m pl e.  

T h e si m ult a n e o u s r e d u cti o n i n b ot h F R E T i n di c at or s t D( A) f a n d ( FD / FA ) i n di c at e F R E T d u e t o 

pr ot ei n i nt er a cti o n. F or a gi v e n s u b -p o p ul ati o n s el e cti o n of t h e d o n or fl u or e s c e n c e d e c a y 

hi st o gr a m s wit h 3 2 p s ti m e r e s ol uti o n w a s c o n str u ct e d f or f urt h er pi x el -i nt e gr at e d, s u b-

e n s e m bl e a n al y si s, a n d t h e s p e ci e s -a v er a g e d fl u or e s c e n c e  lif eti m e of t h e d o n or t D( A) x  w a s 

c al c ul at e d b a s e d o n fit r e s ult s ( s p e ci e s fr a cti o n s  x i a n d lif eti m e s t D( A) ).  n  i s t h e n u m b er of 

e x p o n e nt s u s e d i n d o n or fl u or e s c e n c e lif eti m e fitti n g.  

 〈𝑠 D ( A ) 〉x = ∑ 𝑡 𝑐 ∗ 𝜔 D ( A ) ,i

𝑧

𝑡= 1

 (4 ) 

   

Pi x el -i nt e gr at e d, ti m e-r e s ol v e d ε D (t) ill u st r ati o n: T o i d e ntif y a p pr o pri at e pi x el i n t h e c ell s 

f or f urt h er pi x el-i nt e gr at e d a n al y si s, w e c o m p ut e d all fl u or e s c e n c e p ar a m et er s f or e a c h pi x el 
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a n d s el e ct e d t h e pi x el s i n 2 D -hi st o gr a m s of s e v er al F R E T i n di c at or s ( d e s cri b e d a b o v e). A 

pi x el p o p ul ati o n wit h h o m o g e n e o u s pr o p erti e s w a s i nt e gr at e d f or s u b s e q u e nt pi x el -

i nt e gr at e d, s u b-e n s e m bl e a n al y si s. T h e ti m e -d e p e n d e nt F R E T p ar a m et er ε D (t) c o nt ai n s 

i nf or m ati o n o n t h e u n d erl yi n g F R E T-r at e di stri b uti o n a n d i s pr o p orti o n al t o t h e pr o b a bilit y t h at 

F R E T o c c ur s at a c ert ai n ti m e. Aft er pi x el s el e cti o n, ε D (t) w a s pl ott e d f or dir e ct vi s u ali z ati o n of 

m ol e c ul ar s p e ci e s wit h diff er e nt F R E T effi ci e n ci e s i n s u b -e n s e m bl e d at a. ε D (t) i s c al c ul at e d 

a s t h e r ati o of n or m ali z e d fl u or e s c e n c e d e c a y s of t h e F R E T s a m pl e fD( A) (t) a n d d o n or -o nl y 

s a m pl e, fD( 0 )(t) ( s e e e q. 4).  

 𝐺 D ( 𝑡 ) =  
𝑐 D ( A ) ( 𝐷 )

𝐶 D ( 0 ) ( 𝑁 )
 (5 ) 

ε D (t) i s t h e pr o b a bilit y d e n sit y f u n cti o n of t h e o c c urri n g F R E T g o v er n e d b y F R E T r at e 

c o n st a nt( s), k F R E T . T h e d e c a yi n g p art of ε D (t) r e pr e s e nt s t h e f e at ur e s of F R E T: hi g h- or l o w -

F R E T c a n b e dir e ctl y r e a d o ut fr o m t h e d e c a y sl o p e. T h e a m plit u d e of t h e d e c a yi n g  p art 

i n di c at e s t h e F R E T-a cti v e s p e ci e s fr a cti o n, x F R E T . A c c or di n gl y, t h e off s et of ε D (t) i s t h e F R E T-

i n a cti v e fr a cti o n, ( 1 - x F R E T ).  

Pi x el -i nt e gr at e d M FI S-F R E T a n al y si s : T o d et er mi n e F R E T p ar a m et er s fr o m pi x el -i nt e gr at e d, 

s u b -e n s e m bl e d at a t h e r ef er e n c e s a m pl e s w er e fitt e d b y a m ulti -e x p o n e nti al r el a x ati o n m o d el 

a c c o u nti n g f or a m ulti -e x p o n e nti al fl u or e s c e n c e d e c a y of t h e d o n or i n t h e a b s e n c e of F R E T:  

 𝑡 D ( 0 ) ( 𝑐 ) =  ∑ 𝑡 D
( m )

𝑡 − 𝑟 ∗ 𝑎 𝑛
( 𝑠 )

𝑡

 (6 ) 

i n w hi c h m = 2 c o n si d er s t h at F P s i n li vi n g c ell s u s u all y s h o w at l e ast a bi -e x p o n e nti al 

c h ar a ct eri sti c. Fit p ar a m et er s i n d o n or d e c a y i n cl u d e t hr e e n or m ali z e d pr e -e x p o n e nti al 

f a ct or s )( m
Dx  ( 1)(  m

Dx ) a n d t w o d e c a y r at e c o n st a nt s )( m
Dk , w hi c h ar e t h e r e ci pr o c al s of 

fl u or e s c e n c e lif eti m e s. T h e q u e n c h e d d o n or d e c a y fD( A) (t) i s gi v e n b y: 

 𝑐 𝜔 ( 𝑧 ) ( 𝑡 ) =  ∑ 𝑡 𝑟
( 𝑎 )

𝑛 − 𝑠 ∗ ( 𝐶 𝐶
( 𝑒 )

+ 𝑡 𝑐 𝑡 𝐶 𝐺 )

𝑡

 (7 ) 

a n d  k F R E T  i s t h e F R E T r at e c o n st a nt. T h e fitt e d p ar a m et er s i n t h e 1-k F R E T  m o d el ar e x F R E T  a n d 

k F R E T .  

D et er mi n ati o n of a c c e pt or a n d d o n or c o n c e ntr ati o n fr o m M FI S e x p eri m e nt s: T o 

c al c ul at e t h e pr ot ei n c o n c e ntr ati o n s fr o m fl u or e s c e n c e i nt e n sit y, t h e d et e cti o n v ol u m e of o ur 

mi cr o s c o p e a n d G F P a n d m C h err y bri g ht n e s s ar e r e q uir e d. T h e d et e cti o n v ol u m e w a s 

d et er mi n e d a s 1. 2 3* 1 0 -1 5  l fr o m F C S m e a s ur e m e nt s of C y a ni n e 3 B ( C y 3 B). T h e fitti n g m o d el 

a p pli e d t o t h e o bt ai n e d F C S c ur v e a s s u m e s a 3 -di m e n si o n al G a u s si a n -s h a p e d v ol u m e, a n d 

a si n gl e diff u si n g s p e ci e s i n cl u di n g tr a n siti o n s t o a tri pl et st at e a s d e s cri b e d i n  [ 6]. T h e 

bri g ht n e s s of e n h a n c e d G F P a n d m C h err y i n c ell s w er e i n di vi d u all y c h ar a ct eri z e d fr o m F C S 
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m e a s ur e m e nt s of fr e el y diff u si n g F P s i n c yt o pl a s m. W e f o u n d t h at wit h 0. 6 µ W of 5 5 9 n m 

l a s er e x cit ati o n at t h e o bj e cti v e, m C h err y bri g ht n e s s i s 0. 6 8 k c p m i n cyt o pl a s m. Wit h 0. 4 µ W 

of 4 8 5 n m l a s er e x cit ati o n at t h e o bj e cti v e, G F P bri g ht n e s s i s 0. 5 6 k c p m i n c yt o pl a s m.  

T h e a v er a g e m C h err y fl u or e s c e n c e i nt e n sit y of a n i m a g e wit h m C h err y e x cit ati o n ( S Y, Y ) w a s 

fir st c orr e ct e d f or d et e ct or d e a d ti m e, a n d t h e n u s e d t o c al c ul at e t h e t ot al c o n c e ntr ati o n of 

m C h err y, [ A ]0 , wit h t h e d et er mi n e d d et e cti o n v ol u m e a n d t h e m C h err y bri g ht n e s s:  

 

[𝐺 ]0 =  
𝑡 Y ,Y

m

𝑐 𝐷𝐶 𝑁 ℎ 𝑡 𝑐 𝑡 𝑡 𝑟  [𝑎 𝑛 𝑠 𝑡 ] ∗ 𝑐 𝜔 𝑧 𝑡 𝑡 𝑟 𝑎𝑛  𝑠 𝐶𝐶 𝑒 𝑡 𝑐  [𝑡𝐶 ]

=
𝐺 Y ,Y

m

0 .6 8  𝑡 𝑐 𝐷 𝐶 ∗ 0 .8  𝑁𝑡
 

(8 ) 

 

A s s u mi n g t h e c o n c e ntr ati o n of t h e F P s r efl e ct s t h e c o n c e ntr ati o n of t h eir h o st pr ot ei n s, t h e 

m G B P c o n c e ntr ati o n ( wit h o ut n o n -fl u or e s c e nt m ol e c ul e s) i n µ M w a s d et er mi n e d. 

A p p ar e nt F R E T -b a s e d affi nit y d et er mi n ati o n, K D : Affi nit y of m G B P s w a s d et er mi n e d 

b a s e d o n F R E T e xtr a ct e d p ar a m et er s: x F R E T  a n d i nt e n sit y -b a s e d a c c e pt or c o n c e ntr ati o n s b y 

u si n g t h e f oll o wi n g e q u ati o n 9 i m pl e m e nt e d i n Ori gi n V er si o n 8. 6:  

 𝑐 =
𝑡 m a x ∗ 𝑡

𝑟 𝑎 + 𝑛
 (9 ) 
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5.  Fi n et h y, R., J or g e n s e n, I., H al d ar, A. K., d e Z o et e, M. R., Str o wi g, T., Fl a v ell, R. A., et 

al. G u a n yl at e  bi n di n g pr ot ei n s e n a bl e r a pi d a cti v ati o n of c a n o ni c al a n d n o n c a n o ni c al 

i nfl a m m a s o m e s i n c hl a m y di a-i nf e ct e d m a cr o p h a g e s. I nf e cti o n a n d I m m u nit y, 2 0 1 5, 

8 3 , 4 7 4 0-4 7 4 9. D OI: 1 0. 1 1 2 8/i ai. 0 0 8 5 6 -1 5.  

6.  Kr a v et s, E., D e gr a n di, D., M a, Q. J., P e ul e n, T. O., Kl ü m p er s, V., F el e k y a n, S., et al. 

G u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n s dir e ctl y att a c k T o x o pl a s m a g o n dii vi a s u pr a m ol e c ul ar 

c o m pl e x e s . Elif e , 2 0 1 6, 5 . D OI: 1 0. 7 5 5 4/ e Lif e. 1 1 4 7 9. 

7.  L ali b ert e, J., C arr ut h er s, V. B. H o st c ell m a ni p ul ati o n b y t h e h u m a n p at h o g e n 

T o x o pl a s m a g o n dii . C ell ul ar a n d M ol e c ul ar Lif e S ci e n c e s , 2 0 0 8, 6 5 , 1 9 0 0-1 9 1 5. D OI: 
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8.  Pr a ef c k e, G. J. K. R e g ul ati o n of i n n at e i m m u n e f u n cti o n s b y g u a n yl at e -bi n di n g 

pr ot ei n s . I nt er n ati o n al J o ur n al of M e di c al Mi cr o bi ol o g y, 2 0 1 8, 3 0 8 , 2 3 7-2 4 5. D O I: 

1 0. 1 0 1 6/j.ij m m. 2 0 1 7. 1 0. 0 1 3.  

9.  S a eij, J. P., Fri c k el, E. M. E x p o si n g T o x o pl a s m a g o n dii hi di n g i n si d e t h e v a c u ol e: a 

r ol e f or G B P s, a ut o p h a g y a n d h o st c ell d e at h. C urr e nt O pi ni o n i n Mi cr o bi ol o g y , 2 0 1 7, 

4 0 , 7 2-8 0. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. mi b. 2 0 1 7. 1 0. 0 2 1.  

1 0.  V e st a l, D. J., J e y ar at n a m, J. A. T h e g u a n yl at e-bi n di n g pr ot ei n s: e m er gi n g i n si g ht s 

i nt o t h e bi o c h e mi c al pr o p erti e s a n d f u n cti o n s of t hi s f a mil y of l ar g e i nt erf er o n-i n d u c e d 

g u a n o si n e tri p h o s p h at a s e . J o ur n al of I nt erf er o n a n d C yt o ki n e R e s e ar c h , 2 0 1 1, 3 1 , 

8 9 -9 7. D OI: 1 0. 1 0 8 9/jir. 2 0 1 0. 0 1 0 2.  

1 1.  D e gr a n di, D., K o n er m a n n, C., B e ut er -G u ni a, C., Kr e s s e, A., W ürt h n er, J., K uri g, S., et 
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i n h o st d ef e n s e. J o ur n al of I m m u n ol o g y , 2 0 0 7, 1 7 9 , 7 7 2 9-7 7 4 0. D OI: 

1 0. 4 0 4 9/ji m m u n ol. 1 7 9. 1 1. 7 7 2 9.  

1 2.  L e g e wi e, L., L o s c h wit z, J., St eff e n s, N., Pr e s c h er, M., W a n g, X., S mit s, S. H. J., et al. 

Bi o c h e mi c al a n d str u ct ur al c h ar a ct eri z ati o n of m uri n e G B P 7, a g u a n yl at e bi n di n g 

pr ot ei n wit h a n el o n g at e d C -t er mi n al t ail. Bi o c h e mi c al J o ur n al , 2 0 1 9, 4 7 6 , 3 1 6 1-3 1 8 2. 

D OI: 1 0. 1 0 4 2/ B C J 2 0 1 9 0 3 6 4.  

1 3.  Ol s z e w s ki, M. A., Gr a y, J., V e st al, D. J. I n sili c o g e n o mi c a n al y si s of t h e h u m a n a n d 

m uri n e g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n ( G B P) g e n e cl u st er s . J o ur n al of I nt erf er o n a n d 

C yt o ki n e R e s e ar c h , 2 0 0 6, 2 6 , 3 2 8-3 5 2. D OI: 1 0. 1 0 8 9/jir. 2 0 0 6. 2 6. 3 2 8.  

1 4.  Kr e s s e, A., K o n er m a n n, C., D e gr a n di, D., B e ut er -G u ni a, C., W u ert h n er, J., Pf eff er, K., 

et al. A n al y s e s of m uri n e G B P h o m ol o g y cl u st er s b a s e d o n i n sili c o, i n vitr o a n d i n 

vi v o st u di e s . B M C G e n o mi c s , 2 00 8, 9 . D OI: 1 0. 1 1 8 6/ 1 4 7 1-2 1 6 4 -9 -1 5 8.  

1 5.  D a u m k e, O., Pr a ef c k e, G. J. K. M e c h a ni s m s of G T P h y dr ol y si s a n d c o nf or m ati o n al 

tr a n siti o n s i n t h e d y n a mi n s u p erf a mil y. Bi o p ol y m er s , 2 0 1 8, 1 0 9 , 1. D OI: 

1 0. 1 0 0 2/ bi p. 2 3 0 7 9.  

1 6.  J u m p er, J., E v a n s, R., Prit z el, A., Gr e e n , T., Fi g ur n o v, M., R o n n e b er g er, O., et al. 

Hi g hl y a c c ur at e pr ot ei n str u ct ur e pr e di cti o n wit h Al p h a F ol d . N at ur e , 2 0 2 1, 5 9 6 , 5 8 3-+. 

D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 1 -0 3 8 1 9 -2.  

1 7.  P e ul e n, T. O., H e n g st e n b er g, C. S., Bi e hl, R., Di m ur a, M., L or e n z, C., V al eri, A., et al . 

I nt e gr ati v e d y n a mi c str u ct ur al bi ol o g y u n v eil s c o nf or m er s e s s e nti al f or t h e 

oli g o m eri z ati o n of a l ar g e G T P a s e . ar Xi v: Bi ol o gi c al P h y si c s , 2 0 2 0. D OI: 

ar Xi v: 2 0 0 4. 0 4 2 2 9.  

1 8.  B u d d e, J. H., V o ort, N. T. M. v. d., F el e k y a n, S., F ol z, J., K ü h n e m ut h, R., L a ut erj u n g, 

P., et al. F R E T n a n o s c o p y e n a bl e s s e a ml e s s i m a gi n g of m ol e c ul ar a s s e m bli e s wit h 

s u b -n a n o m et er r e s ol uti o n . ar Xi v: P h y si c s O pti c s , 2 0 2 1. D OI: ar Xi v: 2 1 0 8. 0 0 0 2 4.  

1 9.  Z h u, S ., Br a dfi el d, C. J., M a mi ń s k a, A., P ar k, E., Ki m, B., K u m ar, P., et al. Cr y o -E T of 

a h u m a n G B P c o at o m er g o v er ni n g c ell -a ut o n o m o u s i n n at e i m m u nit y t o i nf e cti o n . 

bi o R xi v , 2 0 2 1, 2 0 2 1. 0 8. 2 6. 4 5 7 8 0 4. D OI: 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 1. 0 8. 2 6. 4 5 7 8 0 4. 

2 0.  V al a d e z -P er e z, N. E., B e n a vi d e s, A. L., S c h oll -P a s c hi n g er, E., C a st a n e d a -Pri e g o, R. 

P h a s e b e h a vi or of c oll oi d s a n d pr ot ei n s i n a q u e o u s s u s p e n si o n s: t h e or y a n d 

c o m p ut er si m ul ati o n s . J o ur n al of C h e mi c al P h y si c s , 2 0 1 2, 1 3 7 . D OI: 

1 0. 1 0 6 3/ 1. 4 7 4 7 1 9 3.  

2 1.  F al a h ati, H., P el h a m -W e b b, B., Bl yt h e, S., Wi e s c h a u s, E. N u cl e ati o n b y r R N A 

di ct at e s t h e pr e ci si o n of n u cl e ol u s a s s e m bl y . C urr e nt Bi ol o g y , 2 0 1 6, 2 6 , 2 7 7-2 8 5. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 1 5. 1 1. 0 6 5.  
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2 2.  R ei n k e m ei er, C. D., Gir o n a, G. E., L e m k e, E. A. D e si g n er m e m br a n el e s s or g a n ell e s 

e n a bl e c o d o n r e a s si g n m e nt of s el e ct e d m R N A s i n e u k ar y ot e s . S ci e n c e , 2 0 1 9, 3 6 3 , 

1 4 1 5 -+. D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. a a w 2 6 4 4.  

2 3.  Z h u, L., Br a n g w y n n e, C. P. N u cl e ar b o di e s: t h e e m er gi n g bi o p h y si c s of 

n u cl e o pl a s mi c p h a s e s . C urr e nt O pi ni o n i n C ell Bi ol o g y , 2 0 1 5, 3 4 , 2 3-3 0. D OI: 

1 0 . 1 0 1 6/j. c e b. 2 0 1 5. 0 4. 0 0 3. 

2 4.  Z wi c k er, D., D e c k er, M., J a e n s c h, S., H y m a n, A. A., J üli c h er, F. C e ntr o s o m e s ar e 

a ut o c at al yti c dr o pl et s of p eri c e ntri ol ar m at eri al or g a ni z e d b y c e ntri ol e s . Pr o c e e di n g s 

of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of  A m eri c a , 2 0 1 4, 1 1 1 , 

E 2 6 3 6 -E 2 6 4 5. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 4 0 4 8 5 5 1 1 1.  

2 5.  G u, Z. C., W u, E., S ail er, C., J a n d o, J., St yl e s, E., Ei s e n k ol b, I., et al. U bi q uiti n 

or c h e str at e s pr ot e a s o m e d y n a mi c s b et w e e n pr olif er ati o n a n d q ui e s c e n c e i n y e a st . 

M ol e c ul ar Bi ol o g y of t h e C ell , 2 0 1 7, 2 8 , 2 4 7 9-2 4 9 1. D OI: 1 0. 1 0 9 1/ m b c. E 1 7 -0 3 -0 1 6 2.  

2 6.  Xi a, S. Y., C h e n, Z. H., S h e n, C., F u, T. M. Hi g h er -or d er a s s e m bli e s i n i m m u n e 

si g n ali n g: s u pr a m ol e c ul ar c o m pl e x e s a n d p h a s e s e p ar ati o n . Pr ot ei n & C ell , 2 0 2 1, 1 2 , 

6 8 0 -6 9 4. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 1 3 2 3 8 -0 2 1 -0 0 8 3 9 -6.  

2 7.  M a h s er eji a n, S. M., S cri pt ur e, J. P., M a ur o, A. J., L a wr e n c e, E. J., J o n a s s o n, E. M., 

M urr a y, K. S., et al. Mi cr ot u b ul e st utt er: a tr a n si e nt d y n a mi c i n st a bilit y p h a s e t h at i s 

str o n gl y a s s o ci at e d wit h c at a str o p h e . bi o R xi v , 2 02 0, 2 0 1 9. 1 2. 1 6. 8 7 8 6 0 3. D OI: 

1 0. 1 1 0 1/ 2 0 1 9. 1 2. 1 6. 8 7 8 6 0 3.  

2 8.  K or n, E. D., C arli er, M. -F., P a nt al o ni, D. A cti n p ol y m eri z ati o n a n d A T P h y dr ol y si s . 

S ci e n c e , 1 9 8 7, 2 3 8 , 6 3 8-6 4 4.  

2 9.  Si st e mi c h, L., K ut s c h, M., H a mi s c h, B., Z h a n g, P., S h y dl o v s k yi, S., Brit z e n -L a ur e nt, 

N., et al. T h e m ol e c ul ar m e c h a ni s m of p ol y m er f or m ati o n of f ar n e s yl at e d h u m a n 

g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n 1 . J o ur n al of M ol e c ul ar Bi ol o g y , 2 0 2 0, 4 3 2 , 2 1 6 4-2 1 8 5. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.j m b. 2 0 2 0. 0 2. 0 0 9.  

3 0.  St eff e n s, N., B e ut er -G u ni a, C., Kr a v et s, E., R ei c h, A., L e g e wi e, L., Pf eff er, K., et al. 

E s s e nti al r ol e of m G B P 7 f or s ur vi v al of T o x o pl a s m a g o n dii i nf e cti o n . m Bi o , 2 0 2 0, 1 1 . 

D OI: 1 0. 1 1 2 8/ m Bi o. 0 2 9 9 3 -1 9.  

3 1.  W ei dt k a m p -P et er s, S., F el e k y a n, S., Bl e c k m a n n, A., Si m o n, R., B e c k er, W., 

K ü h n e m ut h, R., et al. M ulti p ar a m et er fl u or e s c e n c e i m a g e s p e ctr o s c o p y t o st u d y 

m ol e c ul ar i nt er a cti o n s . P h ot o c h e mi c al & P h ot o bi ol o gi c al S ci e n c e s , 2 0 0 9, 8 , 4 7 0-4 8 0. 

D OI: 1 0. 1 0 3 9/ b 9 0 3 2 4 5 m.  

3 2.  Wi d e n gr e n, J., K u dr y a vt s e v, V., A nt o ni k, M., B er g er, S., G er k e n, M., S ei d el, C. A. M. 

Si n gl e -m ol e c u l e d et e cti o n a n d i d e ntifi c ati o n of m ulti pl e s p e ci e s b y m ulti p ar a m et er 

fl u or e s c e n c e d et e cti o n. A n al yti c al C h e mi str y , 2 0 0 6, 7 8 , 2 0 3 9-2 0 5 0. D OI: 

1 0. 1 0 2 1/ a c 0 5 2 2 7 5 9.  
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3 3.  A kr a p, N., S ei d el, T., B ari s a s, B. G. F or st er di st a n c e s f or fl u or e s c e n c e r e s o n a nt 

e n er g y tr a n sf er b et w e e n m C h err y a n d ot h er vi si bl e fl u or e s c e nt pr ot ei n s . A n al yti c al 

Bi o c h e mi str y , 2 0 1 0, 4 0 2 , 1 0 5-6. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. a b. 2 0 1 0. 0 3. 0 2 6.  

3 4.  Z eit v o g el, F., S c h mi d, G., H a o, L., I n gi n o, P., O b st, M. S c att er J: a n I m a g e J pl u gi n f or 

t h e e v al u ati o n of a n al yti c al mi cr o s c o p y d at a s et s . J o ur n al of Mi cr o s c o p y , 2 0 1 6, 2 6 1 , 

1 4 8 -1 5 6. D OI: 1 0. 1 1 1 1/j mi. 1 2 1 8 7.  

3 5.  Gr eif e, A., F el e k y a n, S., M a, Q. J., G ert z e n, C. G. W., S p o m er, L., Di m ur a, M., et al. 

Str u ct ur al a s s e m bli e s of t h e di - a n d oli g o m eri c G -pr ot ei n c o u pl e d r e c e pt or T G R 5 i n 

li v e c ell s: a n M FI S-F R E T a n d i nt e gr ati v e m o d elli n g st u d y . S ci e ntifi c R e p ort s , 2 0 1 6, 6 . 

D OI: 1 0. 1 0 3 8/ sr e p 3 6 7 9 2.  

3 6.  Brit z e n -L a ur e nt, N., B a u er, M., B ert o n, V., Fi s c h er, N., S y g u d a, A., R ei p s c hl a g er, S., 

et al. I ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g of gu a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n s i s r e g ul at e d b y 

h et er o di m eri z ati o n i n a hi er ar c hi c al m a n n er . Pl o s O n e , 2 0 1 0, 5 , 1 1. D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 1 4 2 4 6.  

3 7.  I n c e, S., K ut s c h, M., S h y dl o v s k yi, S., H err m a n n, C. T h e h u m a n g u a n yl at e-bi n di n g 

pr ot ei n s h G B P -1 a n d h G B P -5 c y cl e b et w e e n m o n o m er s a n d di m er s o nl y . F e b s 

J o ur n al , 2 0 1 7, 2 8 4 , 2 2 8 4-2 3 0 1. D OI: 1 0. 1 1 1 1/f e b s. 1 4 1 2 6.  

3 8.  Kr a v et s, E., D e gr a n di, D., W ei dt k a m p -P et er s, S., Ri e s, B., K o n er m a n n, C., F el e k y a n, 

S., et al. T h e G T P a s e a cti vit y of m uri n e g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n 2 ( m G B P 2) c o ntr ol s 

t h e i ntr a c ell ul ar l o c ali z ati o n a n d r e cr uit m e nt t o t h e p ar a sit o p h or o u s v a c u ol e of 

T o x o pl a s m a g o n dii . J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mi str y , 2 0 1 2, 2 8 7 , 2 7 4 5 2-6 6. D OI: 

1 0. 1 0 7 4/j b c. M 1 1 2. 3 7 9 6 3 6.  

3 9.  G h o s h, A., Pr a ef c k e, G. J., R e n a ult, L., Witti n g h of er, A., H err m a n n, C. H o w 

g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n s a c hi e v e a s s e m bl y -sti m ul at e d pr o c e s si v e cl e a v a g e of G T P 

t o G M P. N at ur e , 2 0 0 6, 4 4 0 , 1 0 1-4. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 4 5 1 0.  

4 0.  O at e s, M. E., R o m er o, P., I s hi d a, T., G h al w a s h, M., Mi zi a nt y, M. J., X u e, B., et al . 

( D P 2)-P -2: d at a b a s e of di s or d er e d pr ot ei n pr e di cti o n s . N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h , 2 0 1 3, 

4 1 , D 5 0 8-D 5 1 6. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k s 1 2 2 6.  

4 1.  K u n z el m a n n, S., M ol e k ul ar er M e c h a ni s m u s d er G T P ‐H y dr ol y s e d ur c h d a s h u m a n e 

G u a n yl at ‐bi n d e n d e Pr ot ei n 1, F a c ult y of C h e mi str y  a n d Bi o c h e mi str y . 2 0 0 7, R u hr -

U ni v er si t y B o c h u m: B o c h u m. 

4 2.  W e h n er, M., K u n z el m a n n, S., H err m a n n, C. T h e g u a ni n e c a p of h u m a n g u a n yl at e -

bi n di n g pr ot ei n 1 i s r e s p o n si bl e f or di m eri z ati o n a n d s elf -a cti v ati o n of G T P h y dr ol y si s . 

F e b s J o ur n al , 2 0 1 2, 2 7 9 , 2 0 3-2 1 0. D OI: 1 0. 1 1 1 1/j. 1 7 4 2 -4 6 5 8. 2 0 1 1. 0 8 4 1 5. x.  

4 3.  V ö p el, T., H e n g st e n b er g, C. S., P e ul e n, T. O., Aj aj, Y., S ei d el, C. A. M., H err m a n n, 

C., et al. Tri p h o s p h at e i n d u c e d di m eri z ati o n of h u m a n g u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n 1 

i n v ol v e s a s s o ci ati o n of t h e C-t er mi n al h eli c e s: a j oi nt d o u bl e el e ctr o n-el e ctr o n 



1 1 3  
 

r e s o n a n c e a n d F R E T st u d y. Bi o c h e mi str y , 2 0 1 4, 5 3 , 4 5 9 0-4 6 0 0. D OI: 

1 0. 1 0 2 1/ bi 5 0 0 5 2 4 u.  

4 4.  X a vi er, A., Al -Z e er, M. A., M e y er, T. F., D a u m k e, O. h G B P 1 c o or di n at e s c hl a m y di a 

r e stri cti o n a n d i nfl a m m a s o m e a cti v ati o n t hr o u g h s e q u e nti al G T P h y dr ol y si s . C ell 

R e p ort s , 2 0 2 0, 3 1 . D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c elr e p. 2 0 2 0. 1 0 7 6 6 7. 

4 5.  Qi n, A. P., L ai, D. H., Li u, Q. F., H u a n g, W. J., W u, Y. P., C h e n, X. Y., et al. 

G u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n 1 ( G B P 1) c o ntri b ut e s t o t h e i m m u nit y of h u m a n 

m e s e n c h y m al str o m al c ell s a g ai n st T o x o pl a s m a g o n dii . Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al 

A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a , 2 0 1 7, 1 1 4 , 1 3 6 5-1 3 7 0. D OI: 

1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 6 1 9 6 6 5 1 1 4.  

4 6.  B ol o g n e si, B., L e h n er, B. R e a c hi n g t h e li mit . Elif e , 2 0 1 8, 7 . D OI: 

1 0. 7 5 5 4/ e Li f e. 3 9 8 0 4. 

4 7.  Li, G. D., S e g u, V. B. G., R a b a gli a, M. E., L u o, R. H., K o wl ur u, A., M et z, S. A. 

Pr ol o n g e d d e pl eti o n of g u a n o si n e tri p h o s p h at e i n d u c e s d e at h of i n s uli n -s e cr eti n g 

c ell s  b y  a p o pt o si s . E n d o cri n ol o g y ,  1 9 9 8, 1 3 9 ,  3 7 5 2-3 7 6 2.  D OI: 

1 0. 1 2 1 0/ e n. 1 3 9. 9. 3 7 5 2.  

4 8.  H u a n g, S., Z h u, S. W., K u m ar, P., M a c Mi c ki n g, J. D. A p h a s e -s e p ar at e d n u cl e ar 

G B P L cir c uit c o ntr ol s i m m u nit y i n pl a nt s . N at ur e , 2 0 2 1, 5 9 4 , 4 2 4-+. D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 1 -0 3 5 7 2 -6.  

4 9.  H ar m o n, T. S., H ol e h o u s e, A. S., R o s e n, M. K., P a p p u, R. V. I ntri n si c all y di s or d er e d 

li n k er s d et er mi n e t h e i nt er pl a y b et w e e n p h a s e s e p ar ati o n a n d g el ati o n i n m ulti v al e nt 

pr ot ei n s . Elif e , 2 0 1 7, 6 . D OI: 1 0. 7 5 5 4/ e Lif e. 3 0 2 9 4. 

5 0.  W e b er, S. C., Br a n g w y n n e, C. P. G etti n g R N A a n d pr ot ei n i n p h a s e . C ell , 2 0 1 2, 1 4 9 , 

1 1 8 8 -1 1 9 1. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 2. 0 5. 0 2 2.  

5 1.  S c h n ei d er, C. A., R a s b a n d, W. S., Eli c eiri, K. W. NI H I m a g e t o I m a g e J: 2 5 y e ar s of 

i m a g e a n al y si s. N at ur e M et h o d s , 2 0 1 2, 9 , 6 7 1-6 7 5. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 2 0 8 9.  
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C h a pt e r 3 S u p pl e m e nt   

 

D A T A FI N D E R:  

 

A)  F or r a w d at a r ef er t o  
P: \Pr oj e ct s \m G B P 7 -Pr oj e ct _ 2 0 1 7 \d at a  
 

B)  F or a n al y s e d d at a r ef er t o  
P: \Pr oj e ct s \m G B P 7 -Pr oj e ct _ 2 0 1 7 \A n al y si s  
 

C)  F or i m a g e fil e s a n d t e xt r ef er t o  
P: \Pr oj e ct s \m G B P 7 -Pr oj e ct _ 2 0 1 7 \m G B P 7 m a n u s cri pt   
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Fi g ur e 1 -t a bl e s u p pl e m e nt 1  

C o m p ari s o n b et w e e n p u bli s h e d m G B P 7 c ol o c ali z ati o n d at a ( St eff e n s et al., 2 0 2 0) 

pr e s e nt e d b y P C C v al u e s a n d q u a ntit ati v e c h a n g e s i n t h e d o n or fl u or e s c e n c e lif eti m e 

e xtr a ct e d fr o m o ur F R E T st u d y pr e s e nt e d i n Fi g ur e 1 . F or si m plifi c ati o n, P C C v al u e s 

b el o w 0. 1 w er e c o n si d er e d t o pr e s e nt n o r el ati o n s hi p ( -) b et w e e n t h e o b s er v a bl e s, 

b el o w 0. 3 n e gli gi bl e/ w e a k ( -), b el o w 0. 4 m o d er at e ( +) a n d b et w e e n 0. 7-1 v er y str o n g 

r el ati o n s hi p ( + +). 

m G B P 7 p art n er  P C C  ( -/ + 
I N F 
t r e at m e nt) * 

R el ati o n s hi p 
b et w e e n 
o b s er v a bl e s  

Si m plifi c ati o n  Q u alit ati v e 
F R E T j u d g e d 
b y  lif eti m e 
c h a n g e s  

m G B P 1  ~ 0. 1 -0. 3  N e gli gi bl e, w e a k  - N o  

m G B P 2  ~ 0. 1 -0. 3  N e gli gi bl e, w e a k  - N o  

m G B P 3  ~ 0. 7  V er y str o n g  + +  Y e s  

m G B P 5  ~ 0. 0 5  N o  - N o  

m G B P 6  ~ 0. 3 -0. 4  M o d er at e  +  N o  

m G B P 7  ~ 0. 8 5  V er y str o n g  + +  Y e s  
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Fi g ur e 1 -t a bl e s u p pl e m e nt 2 

M FI S -F R E T t -t e st r e s ult s. H y p ot h e si s t e st e d: D o n or -a c c e pt or d at a ar e diff er e nt fr o m 

d o n or -o nl y -d at a . T w o-t ail e d h y p ot h e si s. Si g nifi c a n c e l e v el s: . 0 5 <p  = N. S., . 0 1 < p <. 0 5 

= *, . 0 0 1 < p <. 0 1 = **, p < . 0 0 1 = ***. 

 p  v al u e b y c o m p art m e nt  

S p e ci e s  ( + m G B P 7) C P  V L S  P V M  

m G B P 1  . 1 1 . 2 4 . 1 7 

m G B P 2  . 2 7 . 8 7 . 0 2 7 

m G B P 3  . 5 5 <. 0 0 0 1  <. 0 0 0 1  

m G B P 5  . 2 1 . 0 3 0 . 4 0 

m G B P 6  . 7 7 . 0 1 3 . 0 1 

m G B P 7  <. 0 0 0 1  <. 0 0 0 1  <. 0 0 0 1  
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Fi g ur e 2 -fi g ur e s u p pl e m e nt 1: C h a r a ct eri z ati o n of m G B P 7 v e si cl e li k e 

str u ct ur e s i n a b s e n c e or pr e s e n c e wit h f urt h e r m G B P m e m b e r s . T h e n u cl e u s 

w a s c o u nt er st ai n e d wit h D A PI ( bl u e). T o p r o w : e G F P-m G B P 7 ( gr e e n) di stri b uti o n 

a n d l o c ali z ati o n. e G F P -m G B P 7 a p p e ar e d a s s m all, gl o b ul ar str u ct ur e s of hi g h 

i nt e n sit y, a s w ell a s gr e e n b a c k gr o u n d. Mi d dl e r o w : I n pr e s e n c e of m C h err y-m G B P 3 

(r e d), b ot h pr ot ei n s al m o st c o m pl et el y c o-l o c ali z e d i n gl o b ul ar str u ct ur e s ( y ell o w i n 

m er g e d c h a n n el). B ott o m r o w : I n pr e s e n c e of m C h err y-m G B P 2 (r e d), b ot h pr ot ei n s 

ar e pr e s e nt p eri n u cl e ar i n v er y l ar g e str u ct ur e s ( o v er vi e w i m a g e). F urt h er m or e, b ot h 

pr ot ei n s w er e i n d e p e n d e ntl y di stri b ut e d all o v er t h e c ell a n d a p p e ar e d a s s m all 

gl o b ul ar str u ct ur e s ( z o o m i n). All i m a g e s w er e t a k e n wit h t h e i n v er s e c o nf o c al 

fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p e Ol y m p u s Fl u o vi e w 1 0 0 b y u si n g t h e 6 0 x w at er N A 1. 2 

o bj e cti v e. T h e L a s er i nt e n sit y f or all c h a n n el s w a s b el o w 1 %. A b br e vi ati o n s: C P = 

c yt o pl a s m, N = n u cl e u s.  
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Fi g ur e 2 -fi g ur e s u p pl e m e nt 2: P C C a n d t e st f or I N Fγ d e p e n d e n c y . 

M E F m G B P 7 -/- tr a n s d u c e d wit h e G F P-m G B P 7 a n d m C h -m G B P 2 or m G B P 3 w er e 

t e st e d f or (A. ) diff er e n c e s i n i nt e n sit y, (B. ) sl o p e of i nt e n sit y r ati o a n d (C. ) P e ar s o n 

C orr el ati o n C o effi ci e nt . C ell s w er e r a n d o ml y s el e ct e d wit h v ari a bl e e x pr e s si o n l e v el s. 

N o si g nifi c a nt diff er e n c e w a s f o u n d b et w e e n m G B P s wit h a n d wit h o ut I N F γ . Hi g hl y 

si g nifi c a nt diff er e n c e b et w e e n P C C s of m G B P 7 -m G B P 2 ( m e di a n a p pr o x. 0. 0 5 -0. 2 5) 

a n d m G B P 7 -m G B P 3 ( m e di a n a p pr o x. 0. 6 -0. 7 5). T -t e st r e s ult s: H y p ot h e si s 1 t e st e d 

(A., B. ): D at a of o n e c o m bi n ati o n wit h a n d wit h o ut I N Fγ i s diff er e nt.   H y p ot h e si s 2 

t e st e d (C.  o nl y): P C C of m G B P 7/ 2 diff er e nt fr o m m G B P 7/ 3 . T w o-t ail e d h y p ot h e si s. 

Si g nifi c a n c e l e v el: . 0 5 < p  = N. S., . 0 1 < p <. 0 5 = *, . 0 0 1 < p <. 0 1 = **, p < . 0 0 1 = ***. 
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Fi g ur e 2 -t a bl e s u p pl e m e nt 1: P C C fr o m Fi g ur e 2 -fi g ur e s u p pl e m e nt 2. 

M E F m G B P 7 -/- tr a n s d u c e d wit h e G F P-m G B P 7 a n d m C h -m G B P 2 or m G B P 3. 

P e ar s o n’ s c orr el ati o n c o effi ci e nt d et er mi n e d wit h I m a g e J C ol o c 2 t o ol ( S c h n ei d er, 

R a s b a n d, & Eli c eiri, 2 0 1 2) . 

C o m bi n ati o n:  m G B P 7 wit h m G B P 3  m G B P 7 wit h m G B P 2  
I N F g - I N F g + I N F g  - I N F g + I N F g  

P C C ( c ell -wi s e)  

0. 9 3  0. 6  0. 0 1  -0. 0 1  

0. 9 2  0. 3 1  0. 3 8  0. 2 1  

0. 8 8  0. 5 8  0. 2 9  0. 0 5  

0. 8 7  0. 8 2  0. 2 1  0. 0 5  

0. 6 2  0. 9 2  0. 2 9  0. 0 5  

0. 5 7  0. 8  0. 4 5  -0. 0 1  

0. 1 6  0. 4 6  0. 3 8  0. 5 4  

0. 0 7  0. 8  0. 0 5  0. 0 3  

 
0. 6 5  0. 2 3  0. 2  

 
0. 4 3  -0. 0 1  

 

 
0. 4 7  0. 2 8  

 

 
0. 5  0. 2 7  

 

 
0. 4 4  

  

 
0. 5 9  

  M e a n P C C  0. 6 2 7 5  0. 5 9 7 8 5 7 1 4  0. 2 3 5 8 3 3 3 3  0. 1 2 3 3 3 3 3 3  
S T D D E V  0. 3 2 2 5 5 8 1 3  0. 1 7 2 9 6 4 8 4  0. 1 4 2 3 2 9 3 3  0. 1 6 5 7 9 7 7 3  
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Fi g ur e 3 -t a bl e s u p pl e m e nt 1: Si z e di stri b uti o n of m G B P 7 i n a b s e n c e or 

pr e s e n c e of m G B P 2 a n d m G B P 3.  m G B P 7 al o n e a n d i n pr e s e n c e of m G B P 2 

a p p e ar s a s v er y s m all µ m si z e d p arti cl e s. I n pr e s e n c e of m G B P 3, b ot h p art i cl e s ar e 

of si mil ar si z e wit h a p pr o xi m at el y t hr e e ti m e s l ar g er p arti cl e s t h a n m G B P 7 i n a b s e n c e 

of m G B P 3. m G B P 2 f or m s o n a v er a g e t h e l ar g e st p arti cl e s.  

C ell li n e  

e G F P p a rti cl e  m C h err y p a rti cl e  

m e a n si z e 
a n d S T D D E V 

( µ m2 ) 

 M e a n 
n u m b er a n d 

S T D D E V  

m e a n si z e 
a n d S T D D E V 

( µ m2 ) 

 M e a n 
n u m b er a n d 

S T D D E V  
e G F P -m G B P 7  0. 1 3  ± 0. 3 4  3 4 4  - - 

e G F P -m G B P 7 a n d 
m C h err y -m G B P 3  

0. 3 7 ± 0. 6 1  7 3 6  0. 2 6 ± 0. 4 4  7 1 7  

e G F P -m G B P 7 a n d 
m C h err y -m G B P 2  

0. 1 6 ± 0. 8 0  1 5 2 ± 7 2  0. 8 3 ± 3. 7 3  1 7 0 ± 1 1 3  
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Fi g ur e 5 -fi g ur e S u p pl e m e nt 1: F R A P m o d el e v al u ati o n. I n or d er t o m a k e a 

st at e m e nt r e g ar di n g t h e pr ot ei n d y n a mi c s i n t h e r e s p e cti v e d e n s e p h a s e ( V L S), 

fl u or e s c e n c e aft er p h ot o bl e a c hi n g ( F R A P) w a s a p pli e d. Diff er e nt diff u si o n m o d el s 

w er e t e st e d, all o wi n g e xt r a cti n g c h ar a ct eri sti c r e c o v er y, w hi c h c a n b e u s e d t o g et 

s p e cifi c i nf or m ati o n a b o ut t h e diff u si o n i n si d e t h e s a m pl e or i nt er a cti o n wit h t h e dir e ct 

e n vir o n m e nt. A n e x e m pl ar y b a c k gr o u n d c orr e ct e d F R A P c ur v e of e G F P fr o m a 

e G F P -m G B P 7/ m C h -m G B P 3 s a m pl e w a s u s e d f or F R A P m o d el e v al u ati o n. Diff er e nt 

diff u si o n m o d el s wit h i n cr e a s e d c o m pl e xit y ar e s h o w n i n ( A. ) m o n o-e x p o n e nti al 

m o d el ( s e e m et h o d s e q. ( 1) ), (B. ) bi-e x p o n e nti al ( m et h o d s e q. ( 1) ) a n d (C. ) p ur e 1 D-

diff u si o n m o d el ( K a n g, D a y, K e n w ort h y, & Di B e n e d ett o, 2 0 1 2; S o u m p a si s, 1 9 8 3) . 

D at a w a s i n s uffi ci e ntl y d e s cri b e d b y t h e m o n o -e x p o n e nti al m o d el a n d 1 D diff u si o n 

m o d el, b ut a bi -e x p o n e nti al m o d el yi el d e d a d e q u at e r e s ult s a n d w a s u s e d f or d at a 

a n al y si s s h o w n i n  Fi g ur e 5 B/ C .  
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Fi g ur e 5 -fi g ur e s u p ple m e nt 2: R e c or d e d F R A P c ur v e s of m G B P s. A) l eft pl ot s: 

B a c k gr o u n d c orr e ct e d F R A P c ur v e s of e G F P -m G B P 7 ( gr e e n, t o p p a n el) a n d m C h -

m G B P 2 (r e d, t o p)/ m C h -m G B P 3 ( p ur pl e, b ott o m) aft er I N F γ tr e at m e nt. Ri g ht pl ot s: 

l o g s c al e pr e s e nt ati o n of d at a cl e arl y s h o w s o ng oi n g v er y l o w r e c o v er y i n 

m G B P 7/ m G B P 2 a n d m G B P 7/ m G B P 3 V L S. B)  Fl u or e s c e n c e i nt e n sit y r e c o v er y i n 

V L S at diff er e nt ti m e st e p s: Fl u or e s c e n c e i nt e n sit y pr ofil e ( 3. 4 3 µ m) t hr o u g h a V L S of 

e G F P -m G B P 7 (ri g ht p a n el) a n d m C h -m G B P 3 (l eft p a n el) at diff er e nt ti m e st e p s ( 1) 

pr e bl e a c h e d, ( 2) bl e a c h e d a n d ( 3) p o st bl e a c h e d. A f a st er i nt e n sit y r e c o v er y at t h e 

p eri p h er y of t h e V L S i n di c at e s a hi n d er e d diff u si o n. N ot e, m o v e m e nt of t h e V L S a n d 

f u si o n of s m all er V L S wit h t h e l ar g er o n e d uri n g t h e m e a s ur e m e nt. 
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Fi g ur e 6 -fi gur e s u p pl e m e nt 1: S e q u e n c e ali g n m e nt of t h e L G -d o m ai n s of h G B P 1 

( G h o s h, Pr a ef c k e, R e n a ult, Witti n g h of er, & H err m a n n, 2 0 0 6), m G B P 2, m G B P 3 a n d 

m G B P 7 ( Kr e s s e et al., 2 0 0 8) . I m p ort a nt r e gi o n s ar e hi g hli g ht e d a b o v e. T h e di m er 

i nt erf a c e r e si d u e s m ar k e d a s ‘ pl u s’ ( +), c at al yti c all y i m p ort a nt r e si d u e s m ar k e d a s 

‘ st ar’ (*). I d e nti c al r e si d u e s m ar k e d i n bl a c k, si mil ar r e si d u e s i n or a n g e a n d diff er e nt 

r e si d u e s i n gr e y. 
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Fi g ur e 6 -t a bl e s u p pl e m e nt 1: P ol ar c o nt a ct s of t h e di m er i nt erf a c e of h G B P 1 a n d 

c orr e s p o n di n g r e si d u e s of m G B P 7, m G B P 2 a n d m G B P 3 e xtr a ct e d fr o m P D B 2 b 9 2, 

2 b c 9 a n d 2 b 8 w. C o nt a ct s w er e i d e ntifi e d b y t h e D S S P -b a s e d ( K a b s c h & S a n d er, 

1 9 8 3)  st a n d ar d f or m at of t h e s oft w ar e P y M O L (" T h e P y M O L M ol e c ul ar Gr a p hi c s 

S y st e m, V er si o n 1. 2r 3 pr e,") . Li k eli n e s s of b o n d aft er m ut ati o n w a s pr e di ct e d b y 

B L O S U M s u b stit uti o n m atri x ( s c or e l o w er t h a n 0 m e a n s ‘ n ot  li k el y’) ( Z o m a y a, 2 0 0 6) 

a n d cr y st al str u ct ur e ali g n m e nt of m G B P 7 m o d el 1 ( L e g e wi e et al., 2 0 1 9) a n d h G B P 1 

( P D B 1f 5 n). “ Si d e” m e a n s si d e c h ai n i nt er a cti o n, “ b a c k” m e a n s b a c k b o n e i nt er a cti o n.  

E xtr a ct e d 
fr o m P D B 
e ntr y:  

h G B P 1 -
h G B P 1  

T y p e  
m G B P 7 -
m G B P 2  

T y p e  
m G B P 7 -
m G B P 3  

T y p e  
m G B P 7 -
m G B P 7  

T y p e  

2 b 9 2, 
2 b c 9, 
2 b 8 w  

Y 4 7 -I 1 3 4 
Si d e -
b a c k  

Y 4 7 -I 1 3 4 
Si d e -
b a c k  

Y 4 7 -I 1 2 8 
Si d e -
b a c k  

Y 4 7 -I 1 3 4 Si d e -b a c k  

2 b 9 2, 
2 b 8 w  

S 6 9 -D 1 8 8  
B a c k -
b a c k  

T 6 9 -E 1 8 6  
B a c k -
b a c k  

T 6 9 -E 1 8 0  
B a c k -
b a c k  

T 6 9 -E 1 8 6  B a c k -b a c k  

2 b c 9  S 6 9 -D 1 8 8  
Si d e -
Si d e  

T 6 9 -E 1 8 6  
B a c k -
b a c k  

T 6 9 -E 1 8 0  
B a c k -
b a c k  

T 6 9 -E 1 8 6  B a c k -b a c k  

2 b 9 2  T 7 0 -E 1 9 0  
Si d e -
b a c k  

T 7 0 -E 1 8 8  
Si d e -
b a c k  

T 7 0 -K 1 8 2  
Si d e -
b a c k  

T 7 0 -K 1 8 8  Si d e -b a c k  

2 b 9 2, 
2 b 8 w  

V 7 1 -D 1 8 8  
B a c k -
b a c k  

V 7 1 -E 1 8 6  
B a c k -
b a c k  

V 7 1 -E 1 8 0  
B a c k -
b a c k  

V 7 1 -E 1 8 6  B a c k -b a c k  

2 b 9 2, 
2 b c 9, 
2 b 8 w  

Q 7 2 -D 1 9 2  
Si d e -
si d e  

R 7 2 -N 1 9 0  
Si d e -
si d e  

R 7 2 -N 1 8 4  
Si d e -
si d e  

R 7 2 -E 1 9 0  Si d e -si d e  

2 b 8 w, 
2 b 8 w  

Q 7 2 -D 1 9 2  
Si d e -
si d e  

R 7 2 -N 1 9 0  
Si d e -
si d e  

R 7 2 -N 1 8 4  
Si d e -
si d e  

R 7 2 -E 1 9 0  Si d e -si d e  

2 b 9 2, 
2 b c 9, 
2 b 8 w  

Q 7 2 -D 1 9 2  
Si d e -
b a c k  

R 7 2 -N 1 9 0  
Si d e -
b a c k  

R 7 2 -N 1 8 4  
Si d e -
b a c k  

R 7 2 -E 1 9 0  Si d e -b a c k  

2 b 9 2, 
2 b 8 w  

Q 7 2 -Y 2 0 4  
Si d e -
si d e  

R 7 2 -H 2 0 2  
Si d e -
si d e  

R 7 2 -N 1 9 6  
Si d e -
si d e  

R 7 2 -N 2 0 2  Si d e -si d e  

2 b 9 2, 
2 b c 9, 
2 b 8 w  

G 1 0 2 -Q 1 3 6  
B a c k -
b a c k  

G 1 0 2 -
Q 1 3 6  

B a c k -
b a c k  

G 1 0 2 -
Q 1 3 0  

B a c k -
b a c k  

G 1 0 2 -H 1 3 6  B a c k -b a c k  

2 b 9 2, 
2 b c 9, 
2 b 8 w  

V 1 0 4 -R 2 2 3  
B a c k -
si d e  

V 1 0 4 -
R 2 2 1  

B a c k -
si d e  

V 1 0 4 -
R 2 1 5  

B a c k -
si d e  

V 1 0 4 -R 2 2 1  B a c k -si d e  

2 b c 9  E 1 0 5 -Y 2 0 4  
Si d e -
si d e  

E 1 0 5 -
H 2 0 2  

Si d e -
si d e  

E 1 0 5 -
N 1 9 6  

Si d e -
si d e  

E 1 0 5 -N 2 0 2  Si d e -si d e  

2 b 9 2, 
2 b 8 w  

N 1 0 9 -D 1 4 0  
Si d e -
si d e  

P 1 0 9 -
D 1 4 0  

N ot 
li k el y 

P 1 0 9 -
E 1 3 4  

N ot 
li k el y 

P 1 0 9 -E 1 4 0  N ot li k el y  

2 b 9 2, 
2 b c 9, 
2 b 8 w  

I 1 3 4-Y 4 7  
B a c k -
si d e  

I 1 3 4-Y 4 7  
B a c k -
si d e  

I 1 3 4-Y 4 1  
B a c k -
si d e  

I 1 3 4-Y 4 7  B a c k -si d e  

2 b 9 2, 
2 b c 9, 
2 b 8 w  

Q 1 3 6 -G 1 0 2  
B a c k -
b a c k  

H 1 3 6 -
E 1 0 2  

B a c k -
b a c k  

H 1 3 6 -G 9 6  
B a c k -
b a c k  

H 1 3 6 -G 1 0 2  B a c k -b a c k  

2 b 9 2, 
2 b 8 w  

Q 1 3 7 -Q 1 4 1  
Si d e -
si d e  

Q 1 3 7 -
Q 1 4 1  

Si d e -
si d e  

Q 1 3 7 -
Q 1 3 5  

Si d e -
si d e  

Q 1 3 7 -Q 1 4 1  Si d e -si d e  

2 b 9 2  D 1 4 0 -N 1 0 9  Si d e - E 1 4 0 - Si d e - E 1 4 0 - N ot E 1 4 0 -P 1 0 9  N ot li k el y  
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si d e  N 1 0 9  si d e  P 1 0 3  li k el y 

2 b 9 2, 
2 b 8 w  

Q 1 4 1 -Q 1 3 7  
Si d e -
si d e  

Q 1 4 1 -
Q 1 3 7  

Si d e -
si d e  

Q 1 4 1 -
Q 1 3 1  

Si d e -
si d e  

Q 1 4 1 -Q 1 3 7  Si d e -si d e  

2 b 9 2,  
2 b c 9  

D 1 8 4 -R 2 4 0  
B a c k -
si d e  

D 1 8 2 -
R 2 3 8  

B a c k -
si d e  

D 1 8 2 -
R 2 3 2  

B a c k -
si d e  

D 1 8 2 -R 2 3 8  B a c k -si d e  

2 b c 9  F 1 8 5 -R 2 4 4  
B a c k -
si d e  

F 1 8 3 -
R 2 4 2  

B a c k -
si d e  

F 1 8 3 -K 2 3 7  
N ot 
li k el y 

F 1 8 3 -K 2 4 2  N ot li k el y  

2 b 8 w  S 1 8 6 -R 2 4 0  
Si d e -
si d e  

V 1 8 4 -
R 2 3 8  

N ot 
li k el y 

V 1 8 4 -
R 2 3 2  

N ot 
li k el y 

V 1 8 4 -R 2 3 8  N ot li k el y  

2 b 8 w  S 1 8 6 -L 2 4 7  
B a c k -
b a c k  

S 1 8 6 -L 2 4 5  
B a c k -
b a c k  

S 1 8 6 -L 2 4 0  
B a c k -
b a c k  

S 1 8 6 -L 2 4 6  B a c k -b a c k  

2 b 9 2, 
2 b c 9, 
2 b 8 w  

D 1 8 8 -S 6 9  
B a c k -
b a c k  

E 1 8 6 -S 6 9  
B a c k -
b a c k  

E 1 8 6 -S 6 3  
B a c k -
b a c k  

E 1 8 6 -T 6 9  B a c k -b a c k  

2 b c 9, 
2 b 8 w  

D 1 8 8 -S 6 9  
Si d e -
si d e  

E 1 8 6 -S 6 9  
Si d e -
si d e  

E 1 8 6 -S 6 3  
Si d e -
si d e  

E 1 8 6 -T 6 9  Si d e -si d e  

2 b 9 2, 
2 b 8 w  

D 1 8 8 -V 7 1  
B a c k -
b a c k  

E 1 8 6 -V 7 1  
B a c k -
b a c k  

E 1 8 6 -V 6 5  
B a c k -
b a c k  

E 1 8 6 -V 7 1  B a c k -b a c k  

2 b 8 w  D 1 8 8 -K 2 4 6  
Si d e -
si d e  

E 1 8 6 -
Q 2 4 4  

Si d e -
si d e  

E 1 8 6 -L 2 3 9  
N ot 
li k el y 

E 1 8 6 -L 2 4 5  N ot li k el y  

2 b 9 2, 
2 b c 9, 
2 b 8 w  

D 1 9 2 -Q 7 2  
Si d e -
si d e  

E 1 9 0 -Q 7 2  
Si d e -
si d e  

E 1 9 0 -Q 6 6  
Si d e -
si d e  

E 1 9 0 -R 7 2  Si d e -si d e  

2 b 9 2, 
2 b c 9, 
2 b 8 w  

D 1 9 2 -Q 7 2  
B a c k -
si d e  

E 1 9 0 -Q 7 2  
B a c k -
si d e  

E 1 9 0 -Q 6 6  
B a c k -
si d e  

E 1 9 0 -R 7 2  B a c k -si d e  

2 b 9 2, 
2 b 8 w  

Y 2 0 4 -Q 7 2  
Si d e -
si d e  

N 2 0 2 -Q 7 2  
Si d e -
si d e  

N 2 0 2 -Q 6 6  
Si d e -
si d e  

N 2 0 2 -R 7 2  Si d e -si d e  

2 b c 9  Y 2 0 4 -E 1 0 5  
Si d e -
si d e  

N 2 0 2 -
E 1 0 5  

Si d e -
si d e  

N 2 0 2 -E 9 9  
Si d e -
si d e  

N 2 0 2 -E 1 0 5  Si d e -si d e  

2 b 9 2,  
2 b c 9  

R 2 2 3 -V 1 0 4  
Si d e -
b a c k  

R 2 2 1 -
V 1 0 4  

Si d e -
b a c k  

R 2 2 1 -V 9 8  
Si d e -
b a c k  

R 2 2 1 -V 1 0 4  Si d e -b a c k  

2 b c 9  D 2 3 9 -R 2 4 4  
Si d e -
si d e  

D 2 3 7 -
R 2 4 2  

Si d e -
si d e  

D 2 3 7 -
K 2 3 7  

N ot 
li k el y 

D 2 3 7 -K 2 4 3  N ot li k el y  

2 b 9 2, 
2 b 8 w  

D 2 3 9 -R 2 4 5  
Si d e -
si d e  

D 2 3 7 -
K 2 4 3  

Si d e -
si d e  

D 2 3 7 -
R 2 3 8  

N ot 
li k el y 

D 2 3 7 -E 2 4 4  N ot li k el y  

2 b 9 2  D 2 3 9 -R 2 4 5  
Si d e -
si d e  

D 2 3 7 -
K 2 4 3  

N ot 
li k el y 

D 2 3 7 -
R 2 3 8  

N ot 
li k el y 

D 2 3 7 -E 2 4 4  N ot li k el y  

2 b 9 2,  
2 b c 9  

R 2 4 0 -D 1 8 4  
Si d e -
b a c k  

R 2 3 8 -
D 1 8 2  

Si d e -
b a c k  

R 2 3 8 -
D 1 7 6  

Si d e -
b a c k  

R 2 3 8 -D 1 8 2  Si d e -b a c k  

2 b 9 2,  
2 b c 9  

R 2 4 0 -S 1 8 6  
Si d e -
si d e  

R 2 3 8 -
S 1 8 4  

Si d e -
si d e  

R 2 3 8 -
A 1 7 8  

N ot 
li k el y 

R 2 3 8 -V 1 8 4  N ot li k el y  

2 b 9 2  H 2 4 3 -R 2 4 4  
Si d e -
si d e  

K 2 4 1 -
R 2 4 2  

N ot 
li k el y 

K 2 4 1 -
K 2 3 7  

N ot 
li k el y 

K 2 4 1 -K 2 4 3  N ot li k el y  

2 b c 9  R 2 4 4 -F 1 8 5  
Si d e -
b a c k  

K 2 4 3 -F 1 8 3  
N ot 
li k el y 

K 2 4 3 -F 1 7 7  
N ot 
li k el y 

K 2 4 3 -F 1 8 3  N ot li k el y  

2 b c 9  R 2 4 4 -D 2 3 9  
Si d e -
si d e  

K 2 4 3 -
D 2 3 7  

N ot 
li k el y 

K 2 4 3 -
D 2 3 7  

N ot 
li k el y 

K 2 4 3 -D 2 3 7  N ot li k el y  

2 b 9 2  R 2 4 5 -D 2 3 9  
Si d e -
si d e  

E 2 4 4 -
D 2 3 7  

N ot 
li k el y 

E 2 4 4 -
D 2 3 1  

N ot 
li k el y 

E 2 4 4 -D 2 3 7  N ot li k el y  

2 b 8 w  R 2 4 5 -D 2 5 9  
Si d e -
si d e  

E 2 4 4 -
C 2 5 7  

N ot 
li k el y 

E 2 4 4 -
E 2 5 2  

N ot 
li k el y 

E 2 4 4 -D 2 5 8  N ot li k el y  

2 b 9 2  R 2 4 5 -E 2 6 1  
Si d e -
si d e  

E 2 4 4 -
E 2 5 9  

N ot 
li k el y 

E 2 4 4 -
N 2 5 4  

Si d e -
si d e  

E 2 4 4 -S 2 6 0  Si d e -si d e  

2 b 8 w  L 2 4 7 -S 1 8 6  
B a c k -
b a c k  

L 2 4 6 -S 1 8 4  
B a c k -
b a c k  

L 2 4 6 -A 1 7 8  
B a c k -
b a c k  

L 2 4 6 -V 1 8 4  B a c k -b a c k  

2 b 8 w  D 2 5 9 -R 2 4 5  Si d e - D 2 5 8 - Si d e - D 2 5 8 - N ot D 2 5 8 -E 2 4 4  N ot li k el y  
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si d e  K 2 4 3  si d e  R 2 3 8  li k el y 

2 b 8 w  D 2 5 9 -R 2 4 5  
Si d e -
si d e  

D 2 5 8 -
K 2 4 3  

N ot 
li k el y 

D 2 5 8 -
R 2 3 8  

N ot 
li k el y 

D 2 5 8 -E 2 4 4  N ot li k el y  

2 b 8 w  D 2 5 9 -R 2 4 5  
Si d e -
si d e  

D 2 5 8 -
K 2 4 3  

N ot  
li k el y 

D 2 5 8 -
R 2 3 8  

N ot 
li k el y 

D 2 5 8 -E 2 4 4  N ot li k el y  

 

 

 

SI r ef er e n c e s:  

G h o s h, A., Pr a ef c k e, G. J., R e n a ult, L., Witti n g h of er, A., & H err m a n n, C. ( 2 0 0 6). H o w 
g u a n yl at e -bi n di n g pr ot ei n s a c hi e v e a s s e m bl y -sti m ul at e d pr o c e s si v e cl e a v a g e 
of G T P t o G M P. N at ur e, 4 4 0 ( 7 0 8 0), 1 0 1-1 0 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 4 5 1 0  

K a b s c h, W., & S a n d er, C. ( 1 9 8 3). DI C TI O N A R Y O F P R O T EI N S E C O N D A R Y 
S T R U C T U R E - P A T T E R N -R E C O G NI TI O N O F H Y D R O G E N -B O N D E D A N D 
G E O M E T RI C A L  F E A T U R E S. Bi o p ol y m er s,  2 2 ( 1 2),  2 5 7 7-2 6 3 7. 
d oi: 1 0. 1 0 0 2/ bi p. 3 6 0 2 2 1 2 1 1  

K a n g, M., D a y, C. A., K e n w ort h y, A. K., & Di B e n e d ett o, E. ( 2 0 1 2). Si m plifi e d 
E q u ati o n t o E xtr a ct Diff u si o n C o effi ci e nt s fr o m C o nf o c al F R A P D at a. Tr affi c, 
1 3 ( 1 2), 1 5 8 9-1 6 0 0. d oi: 1 0. 1 1 1 1/tr a. 1 2 0 0 8  

Kr e s s e, A., K o n er m a n n, C., D e gr a n di, D., B e ut er -G u ni a, C., W u ert h n er, J., Pf eff er, 
K., & B e er, S. ( 2 0 0 8). A n al y s e s of m uri n e G B P h o m ol o g y cl u st er s b a s e d o n i n 
sili c o, i n vitr o a n d i n vi v o st u di e s. B M C G e n o mi c s, 9 . d oi: 1 0. 1 1 8 6/ 14 7 1 -2 1 6 4 -
9 -1 5 8  

L e g e wi e, L., L o s c h wit z, J., St eff e n s, N., Pr e s c h er, M., W a n g, X., S mit s, S. H. J., . . . 
Pf eff er, K. ( 2 0 1 9). Bi o c h e mi c al a n d str u ct ur al c h ar a ct eri z ati o n of m uri n e 
G B P 7, a g u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n wit h a n el o n g at e d C -t er mi n al t ail. 
Bi o c h e mi c al J o ur n al, 4 7 6 ( 2 1), 3 1 6 1-3 1 8 2. d oi: 1 0. 1 0 4 2/ B C J 2 0 1 9 0 3 6 4  

. T h e P y M O L M ol e c ul ar Gr a p hi c s S y st e m, V er si o n 1. 2r 3 pr e. S c hr ö di n g er, L L C.  
S c h n ei d er, C. A., R a s b a n d, W. S., & Eli c eiri, K. W. ( 2 0 1 2). NI H I m a g e t o I m a g e J: 2 5 

y e ar s  of  i m a g e  a n al y si s. N at ur e  M et h o d s,  9 ( 7),  6 7 1-6 7 5. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 2 0 8 9  

S o u m p a si s, D. M. ( 1 9 8 3). T H E O R E TI C A L -A N A L Y SI S O F F L U O R E S C E N C E 
P H O T O B L E A C HI N G R E C O V E R Y E X P E RI M E N T S. Bi o p h y si c al J o ur n al, 
4 1 ( 1), 9 5-9 7. d oi: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 0 6 -3 4 9 5( 8 3) 8 4 4 1 0 -5  

St eff e n s, N., B e ut er -G u ni a, C., Kr a v et s, E., R ei c h, A., L e g e wi e, L., Pf eff er, K., & 
D e gr a n di, D. ( 2 0 2 0). E s s e nti al R ol e of m G B P 7 f or S ur vi v al of T o x o pl a s m a 
g o n dii I nf e cti o n. m Bi o, 1 1 ( 1). d oi: 1 0. 1 1 2 8/ m Bi o. 0 2 9 9 3-1 9  

Z o m a y a, A. Y. ( 2 0 0 6). H a n d b o o k of N at ur e -I ns pir e d a n d I n n o v ati v e C o m p uti n g  ( 1 
e d.): S pri n g er.  
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C h a pt er 4: H u m a n K D M 6 A/ U T X i s a m ultif a c et e d n u cl e ar pr ot ei n , 

m o dif yi n g a n d i nt er a cti n g at c hr o m ati n str u ct ur e s a n d b e y o n d  

 

C h a pt e r di g e st  

Ai m s  M et h o d s  O ut c o m e  

A n al y z e d e m et h yl a s e a cti vit y, 

i nt er a cti o n a bilit y, c ell ul ar 

l o c ali z ati o n, pr ot ei n st a bilit y of 

K D M 6 A v ari a nt s a n d o b s er v e t h e 

r el ati o n t o c ell ul ar p h e n ot y p e s. 

E LI S A, I P/ w e st er n 

bl ot, F A C S, M FI S -

F R E T, S R/ c o nf o c al 

i m a gi n g & i m a g e 

a n al y si s  

Tr u n c at e d v ari a nt s of K D M 6 A 

c a u s e si g nifi c a nt l e v el s of 

c ell ul ar d a m a g e a n d a p o pt o si s, 

w hil e s u b stit uti o n v ari a nt s o nl y 

s h o w mil d eff e ct s.  

 

C o ntri b uti o n s  

T hi s c h a pt er i n cl u d e s m ulti pl e s e cti o n s t a k e n fr o m  K o c h et al ( 2 0 2 1).  Aff e ct e d s e cti o n s ar e 

hi g hli g ht e d a c c or di n gl y. S e e P u bli c ati o n s s e cti o n ( P a g e  2 0 0)  f or a d et ail e d o v er vi e w o n 

c o ntri b uti o n s t o t h e p u bli s h e d s e cti o n s.  

A d diti o n al, u n p u bli s h e d e x p eri m e nt s a n d d at a a n al y si s w er e d o n e b y J uli a n K o c h  a n d 

A n n e m ari e Gr eif e . 

A b str a ct  

I n t h e p a st d e c a d e, m ulti pl e d e e p s e q u e n ci n g a n d p a n-c a n c er st u di e s r e v e al e d hi g h m ut ati o n 

fr e q u e n ci e s i n g e n e s c o di n g f or hi st o n e-m o dif yi n g pr ot ei n s, wit h t h e K D M 6 A g e n e b ei n g o n e 

of t h e m o st pr o mi n e nt t ar g et s, p arti c ul arl y i n ur ot h eli al c a n c er. T h e m ai n -f u n cti o n alit y of 

K D M 6 A i s t h e d e m et h yl ati o n of H 3 K 2 7 m e 2/ 3 a n d i nt er a cti o n wit h tr a n s cri pti o n f a ct or s at 

c hr o m ati n str u ct ur e s. H o w e v er, t h er e mi g ht b e a d diti o n al d e m et h yl a s e i n d e p e n d e nt 

f u n cti o n s, r e p ort e d i n lit er at ur e a n d b y o ur o w n r e c e nt fi n di n g s. Str u ct ur all y, K D M 6 A h a s a 

d e m et h yl a s e d o m ai n ( J mj C) a n d a N -t er mi n al m ulti-i nt er a cti o n d o m ai n ( T P R) c o n n e ct e d b y a 

l ar g el y di s or d er e d li n k er r e gi o n (I D R). D u e t o t h e hi g h p a n-c a n c er o c c urr e n c e of m ut ati o n s i n 

K D M 6 A, m a n y c a n c er r el at e d st u di e s e xi st b ut v er y f e w st a n d o ut b y i n v e sti g ati n g t h e 

str u ct ur e -f u n cti o n r el ati o n s hi p. C o n s e q u e nti all y, w e ai m e d t o e st a bli s h a cl e a n c orr el ati o n 

b et w e e n t h e m ol e c ul ar f e at ur e s: W e s y st e m ati c all y c h ar a ct eri z e d s u b stit uti o n a n d tr u n c ati o n 

v ari a nt s of K D M 6 A i n r e s p e ct t o t h eir d e m et h yl a s e a cti vit y, i nt er a cti o n a bilit y, c ell ul ar 

l o c ali z ati o n, pr ot ei n st a bilit y a n d t h e o b s er v e d c ell ul ar p h e n ot y p e s. D e m et h yl a s e a cti vit y 

d e p e n d s o n t h e m ut ati o n st at u s of t h e J mj C -d o m ai n. I nt er a cti o n a bilit y wit h R eti n o bl a st o m a -

bi n di n g pr ot ei n 5 ( R B B P 5) d e p e n d s o n t h e pr e s e n c e of t h e T P R -d o m ai n a n d t o a l e s s er 

a m o u nt t o t h e pr e s e n c e of t h e ot h er d o m ai n s. C ell ul ar l o c ali z ati o n w a s m ai nl y n u cl e ar f or all 

v ari a nt s, wit h t h e t e n d e n c y of t h e tr u n c at e d v ari a nt s t o a c c u m ul at e at e xtr a n u cl e ar D N A 
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t o g et h er wit h N u cl e o p h o s mi n ( N P M 1). Pr ot ei n st a bilit y w a s l o w er i n tr u n c at e d v ari a nt s. 

Q u a ntifi c ati o n of t h e r e s ulti n g c ell ul ar p h e n ot y p e s r e v e al e d s e v er e eff e ct s c a u s e d b y w h ol e -

d o m ai n d el eti o n t e n d s t o c a u s e t h e m o st s e v er e eff e ct s, r e s ulti n g i n c ell ul ar d a m a g e a n d 

a p o pt o si s. S u b stit uti o n v ari a nt s s h o w e d o nl y mil d eff e ct s. T h e s e fi n di n g s hi nt t o w ar d s a 

str o n g i nt er pl a y b et w e e n t h e t w o f u n cti o n al d o m ai n s a n d p o s si bl y e v e n a n i n v ol v e m e nt of t h e 

li n k er r e gi o n. B y f urt h er e x p a n di n g o ur fi n di n g s, w e h o p e t o i n cr e a s e bi o m ole c ul ar 

u n d er st a n di n g of K D M 6 A i n it s e n vir o n m e nt a n d c o ntri b ut e v al u a bl e k n o wl e d g e t o w ar d s 

m e di c al r e s e ar c h, e s p e ci all y i n t h e fi el d of t ar g et e d t h er a p y of ur ot h eli al c a n c er.  

1. I ntr o d u cti o n  

T h e ti g htl y c o ntr oll e d a n d s el e cti v e a cti v ati o n a n d d e a cti v ati o n of g e n e s i s a cr u ci al 

m e c h a ni s m m ai nt ai ni n g b a si c c ell ul ar f u n cti o n s a s w ell a s c ell c y cl e [ 1], pr olif er ati o n [ 2] a n d 

ti s s u e s p e cifi cit y [ 3]. W hil e r e g ul ati n g g e n e s, pr e v e nti n g u n c o ntr oll e d s pr e a di n g of 

a n o m al o u s c ell s i s cr u ci al, si n c e t hi s s e q u e n c e of e v e nt s will f at all y l e a d t o c a n c er 

d e v el o p m e nt a n d gr o wt h [ 4, 5]. Bi o c h e mi c all y, r e g ul ati o n of g e n e s i s l ar g el y c o ntr oll e d b y 

r e v er si bl e m o difi c ati o n s at t h e hi st o n e t ail s, w hi c h will t u n e t h e n u cl e o s o m al D N A t o w ar d s a 

d e sir e d st at e [ 6, 7]. T h e st at e s ar e d es cri b e d a s eit h er a cti v e, r e v er si bl y i n a cti v e or 

irr e v er si bl e r e pr e s s e d. T h e s e m o difi c ati o n s o c c ur at all e xi sti n g hi st o n e t ail s a n d c o n si st of 

m et h yl ati o n, a c et yl ati o n, p h o s p h or yl ati o n, u bi q uiti n ati o n a n d citr ulli n ati o n [ 8]. Hi st ori c all y, 

K D M 6 A w a s di s c o v er e d a n d i ntr o d u c e d a s a hi st o n e H 3 K 2 7 -s p e cifi c d e m et h yl a s e [ 9-1 1] . 

R el at e d r e s e ar c h w a s m o stl y f o c u s e d o n it s e n z y m ati c a cti vit y, alt h o u g h s o m e fi n di n g s 

alr e a d y s u g g e st e d t h at K D M 6 A c o nt ai n s a n i nt er a cti o n d o m ai n a n d mi g ht al s o e x ert 

d e m et h yl a s e -i n d e p e n d ent f u n cti o n s [ 1 2-1 4] . A s of t o d a y, o nl y t h e c at al yti c all y a cti v e J mj C -

d o m ai n  i s a v ail a bl e a s cr y st al str u ct ur e [ 1 5]. I ntri g ui n gl y, r e c e nt a d v a n c e s i n d e e p l e ar ni n g 

al g orit h m s [ 1 6] e n a bl e d t h e pr e di cti o n of t h e f ull str u ct ur e ( Fi g. 1 A ) b a s e d o n t h e s e q u e n c e 

(Fi g. 1 B ) of K D M 6 A [ 1 1]. T h e C-t er mi n al p art of K D M 6 A c o nt ai n s t h e J mj C d e m et h yl a s e 

d o m ai n [ 1 5]. T h e str u ct ur e of t h e J mj C-d o m ai n ( P D B: 3 A V R) [ 1 5] a n d t h e di s pl a y e d 

Al p h a F ol d -str u ct ur e ( Fi g. 1 A ) i s c o n c urr e nt. T h e J mj C-d o m ai n i s a bl e t o s p e cifi c all y 

r e c o gni z e H 3 K 2 7 m e 2 or m e 3 m ar k s [ 1 7] a n d d e m et h yl at e s t h e m t o w ar d s l o w er m et h yl at e d 

st at e s [ 1 8]. T h e H 3 K 2 7 m e 2/ 3 m ar k s ar e r e pr e s si v e c hr o m ati n m o difi c ati o n s [ 7]. Di s p o s al of 

t hi s m o difi c ati o n will e n h a n c e g e n e a c c e s si bilit y, m o stl y i n c o m bi n ati o n wit h g ai n of th e 

K 2 7 a c a n d K 4 m e 3 m ar k s [ 6, 1 9-2 1] . C o n c urr e ntl y, t h e J mj C-d o m ai n a ct s a s i nt er a cti o n 

i nt erf a c e f or Hi st o n e H 3 bi n di n g, n o f urt h er J mj C-s p e cifi c i nt er a cti o n s w er e pr o v e n s o f ar. 

T h e f e w p u bli s h e d p h y si c al i nt er a cti o n s f o c u s m ai nl y o n t h e N -t er mi n al p art of K D M 6 A [ 2 2, 

2 3] , c o n si sti n g of a n ei g ht h eli c e s l o n g t etr atri c o p e pti d e r e p e at T P R -d o m ai n  [ 1 5] a n d a 

pr e c e di n g l o w -c o m pl e xit y r e gi o n. T h e T P R f or m s a gr o o v e d str u ct ur e a s i nt er a cti o n i nt erf a c e, 

f or mi n g a hi g hl y s p e cifi c t o p ol o g y t h at u s u all y e n a bl e s m ulti pl e bi n di n g sit e s i n o n e d o m ai n 

[ 2 4, 2 5] . A s of t o d a y, t h er e i s n o cr y st al str u ct ur e a v ail a bl e f or t h e T P R of K D M 6 A. T h e 
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di s pl a y e d T P R ( Fi g. 1 A ) pr e di ct e d b y Al p h a F ol d i s i n g o o d a gr e e m e nt wit h a pr ot ot y pi c T P R -

8 str u ct ur e [ 2 6]. T o p ol o gi c all y, it i s pr e di ct e d t o b e i n w e a k c o nt a ct wit h t h e Jmj C. It ali g n s 

n e xt t o it if t h e m ol e c ul e i s i n a n u n b o u n d, c oll a p s e d st at e. T h e J mj C a n d T P R d o m ai n s ar e 

c o n n e ct e d b y a n u n str u ct ur e d a n d i ntri n si c all y di s or d er e d I D R-d o m ai n . T h er e i s n o str u ct ur al 

or d y n a mi c al i nf or m ati o n a v ail a bl e f or t h e I D R. T h e I D R -s tr u ct ur e di s pl a y e d b y Al p h a F ol d 

(Fi g. 1 A ) h a s a v er y l o w p er-r e si d u e c o nfi d e n c e s c or e ( p L D D T) [ 1 6]. T h e e x a ct t o p ol o g y of 

t h e a s s e m bl y of t h e I D R ar o u n d t h e str u ct ur e d d o m ai n s w a s d et er mi n e d b y a f e w w e a k 

c o nt a ct s a n d t h e ri gi dit y di s pl a y e d i s hi g hl y mi sl e a di n g. I n t h e u n b o u n d, c oll a p s e d st at e of 

K D M 6 A, t h e I D R will b e u n d er c o n st a nt d y n a mi c m oti o n a s i n di c at e d b y t h e v er y l o w p L D D T. 

Alt h o u g h t h er e ar e n o a p p ar e nt f u n cti o n aliti e s a s si g n e d t o t hi s li n k er ot h er t h a n a n i n cr e a s e d 

s ol u bilit y a n d d o m ai n c o n n e cti vit y, li n k er b e h a vi or a n d p o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s at t h e 

T P R c o ul d h a v e a n i nfl u e n c e o n t h e r e st of t h e pr ot ei n.  

W hil e p u bli c ati o n s o n K D M 6 A a d dr e s si n g m e di c al or g e n eti c i s s u e s u s u all y e x c el i n g e n o m e 

a n al y si s [ 2 7], c ell ul ar [ 2 8] or a ni m al m o d el s [ 1 4, 2 9] a n d t h er a p e uti c o pti o n s [ 2 8, 3 0], t h e y 

oft e n di sr e g ar d t h e bi o m ol e c ul ar ori gi n of t h e r e s ult s. A d diti o n all y, s o m e st u di e s h a v e b e e n 

c o nfli cti n g, c h ar a ct eri zi n g K D M 6 A b ot h a s a t u m or s u p pr e s s or [ 3 1, 3 2] a n d o n c o g e n e [ 3 3-

3 5] . K D M 6 A v ari a nt s i n ur ot h eli al c a n c er f e at ur e n o n s e n s e a n d mi s s e n s e m ut ati o n s 

di stri b ut e d o v er t h e w h ol e g e n e [ 2 7, 3 6], alt h o u g h t h er e ar e m ut ati o n al h ot s p ot s f o u n d i n 

C O S MI C v 9 2 ( G R C h 3 8, N o v e m b er 2 0 2 0). C O S MI C ( C at al o g u e Of S o m ati c M ut ati o n s I n 

C a n c er) i s a c o m pr e h e n si v e o nli n e d at a b a s e of s o m ati c all y a c q uir e d m ut ati o n s i n c a n c er. 

T h e t hr e e m o st fr e q u e nt p oi nt m ut ati o n s a cr o s s all ti s s u e s ar e t h e s y n o n y m o u s m ut ati o n 

Q 1 0 3 7 = ( c. 3 1 1 1 G > A) i n t h e J mj C d o m ai n, t h e mi s s e n s e m ut ati o n T 7 2 6 K ( c. 2 1 7 7 C > A) a n d 

t h e tr u n c ati n g Q 5 5 5* ( c. 1 6 6 3 C > T), b ot h i n t h e i ntri n si c all y di s or d er e d r e gi o n. Ot h er t h a n t h at, 

t h er e i s n o p arti c ul ar pr ef er e n c e f or a n y d o m ai n i n a n y t y p e of c a n c er or t h e h er e dit ar y 

K a b u ki T y p e II s y n dr o m e.  

W e t h er ef or e g e n er at e d a br o a d s el e cti o n of ‘r e pr e s e nt ati v e’  v ari a nt s t o i n cl u d e e v er y p art of 

t h e pr ot ei n a n d a d dr e s s all ‘ c or e f u n cti o n s’ of K D M 6 A (Fi g. 2 A) . W e s el e ct e d t w o ur ot h eli al 

c a n c er c ell li n e s, T -2 4 ( K D M 6 A m ut.) [ 3 7-4 0]  a n d S W -1 7 1 0 ( K D M 6 A W T) [ 4 1] a s s y st e m s 

si n c e t h e c ell li n e s mi g ht c o p e diff er e ntl y w it h t h e o v er e x pr e s si o n of eit h er K D M 6 A W T or t h e 

v ari a nt s. W e s u b s e q u e ntl y e st a bli s h e d m et h o d s ( Fi g. 2 B)  t o e x pl or e m ulti pl e a s p e ct s of t h e 

v ari a nt s p o s si bl y c o n n e ct e d t o a m ali g n a nt f u n cti o n of K D M 6 A i n c a n c er, n a m el y l o c ali z ati o n 

[ 4 2], i nt er a cti o n [ 4 3, 44]  a n d a cti vit y [ 4 5]. 

Si n c e n u cl e ar i m p ort a n d l o c ali z ati o n i s cr u ci al f or a n y pr e d o mi n a ntl y n u cl e ar pr ot ei n, it c a n 

b e e a sil y di st ur b e d if t h e i m p ort si g n al i s mi s si n g a n d t h e pr ot ei n i s u n a bl e t o p a s s t h e 

n u cl e ar p or e c o m pl e x [ 4 6]. T hi s c a n l e a d t o d a m a ge b y a c c u m ul ati o n of t h e pr ot ei n i n wr o n g 

c o m p art m e nt s a n d it s a b s e n c e at t h e d e sti n ati o n [ 4 7]. 
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Fi g u r e 1:  St r u ct u r e of K D M 6 A.  A.  Str u ct ur e of K D M 6 A ( A F -O 1 5 5 5 0 -F 1 -m o d el -v 1) pr e di ct e d b y 

Al p h a F ol d [ 1 6], i ntr o d u ci n g t h e d o m ai n s wit h t h eir r e s p e cti v e c ol or c o d e u s e d i n t hi s w or k.  

W e h a v e r e c e ntl y s h o w n t h at n u cl e ar i m p ort of K D M 6 A i s c o n n e ct e d t o it s i nt er a cti o n a n d c o -

tr a n s p ort wit h pr ot ei n s fr o m t h e K M T 2 D f a mil y [ 4 8] a n d m ut ati o n s i n t h e T P R h a v e b e e n 

i m pli e d t o hi n d er t hi s c o-tr a n s p ort [ 2 3]. C o n si d eri n g t h e i m p a ct of i nt er a cti o n o n o ur st u d y, 

d e cr e a si n g or e v e n e n h a n ci n g pr ot ei n -pr ot ei n or pr ot ei n -D N A/ R N A i nt er a cti o n s c a n e a sil y 

pr o m ot e c a n c er d e v el o p m e nt [ 4 3, 4 9-5 2] . C o n c urr e ntl y, d at a b a s e s e ar c h s h o ws a n i n cr e a s e 

i n p u bli c ati o n s st u d yi n g pr ot ei n i nt er a cti o n d o m ai n s i n hi st o n e-m o dif yi n g e n z y m e s [ 5 3, 5 4] 

a n d e v e nt u all y f or K D M 6 A a s w ell [ 2 2, 2 3]. Pr o mi n e nt i nt er a ct or s f or K D M 6 A ar e t h e 

C O M P A S S c o m pl e x [ 2 2, 3 6, 4 8] or C B P/ p 3 0 0 [ 1 9-2 1, 3 5, 5 5, 5 6] . I n s y ner g y wit h t h e 

a cti v ati n g H 3 K 2 7 m e 2/ 3 -d e m et h yl ati o n b y K D M 6 A, t h e C O M P A S S -c or e c o m p o n e nt s hi st o n e -

l y si n e N-m et h yltr a n sf er a s e 2 C or 2 D ( K M T 2 C/ D) will m et h yl at e H 3 K 4 a n d t h e C R E B -bi n di n g 

pr ot ei n/ Hi st o n e a c et yltr a n sf er a s e p 3 0 0 ( C B P/ p 3 0 0) -c o m pl e x will a c et yl at e t h e f ull y 

d e m et h yl at e d H 3 K 2 7 t o a cti v at e tr a n s cri pti o n [ 2 1]. T h e s e hi st o n e-m o dif yi n g e n z y m e s c a n 

h ar b or m ulti pl e a n d m ulti v al e nt pr ot ei n i nt er a cti o n d o m ai n s t h at ar e cr u ci al f or t h e c o m pl e x 

i nt er a cti o n a n d r e cr uit m e nt s c h e m e s [ 5 4, 5 7]. F or i n st a n c e, t h e t wo f u n cti o n al d o m ai n s of 

K D M 6 A ar e b ot h a bl e t o i nt er a ct m ulti pl e ti m e s ( T P R wit h e. g. C O M P A S S a n d J mj C wit h 

Hi st o n e H 3) a n d t h e T P R c a n m ulti v al e ntl y i nt er a ct wit h at l e a st t w o C O M P A S S pr ot ei n s, 

R eti n o bl a st o m a -bi n di n g pr ot ei n 5 ( R B B P 5) [ 4 8] a n d S et 1/ A s h 2 h i st o n e m et h yltr a n sf er a s e 

N -t er mi n u s + 
T P R ( 1 -3 9 0)

I D R +     
i nt er m e di at e  
s e cti o n s
( 3 9 1-8 8 5) 

N

C

pr e -J mj C , 
J mj C , 
Z n -bi n di n g , 
p o st -J mj C ,
C -t er mi n u s 
( 8 8 6-1 4 0 1)

J mj C
I D R

T P R
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c o m pl e x s u b u nit ( A S H 2 L) [ 2 3]. I n r e s p e ct t o t h e s e v a st i nt er a cti o n s, w e a n al y z e d t h e 

c h a n gi n g a bilit y of K D M 6 A v ari a nt s t o p ull R B B P 5 i n a n i m m u n o pr e ci pit ati o n (I P). R B B P 5 i s 

a c or e c o m p o n e nt of t h e C O M P A S S -c o m pl e x, bi n di n g s p e cifi c c hr o m ati n s e q u e n c e s, 

st a bili zi n g a n d a cti v ati n g t h e m et h yltr a n sf er a s e a cti vit y of K M T 2 pr ot ei n s [ 5 8]. A d diti o n al 

c o m p o n e nt s of t h e C O M P A S S -c o m pl e x ar e t h e P A X -i nt er a cti n g pr ot ei n 1 ( P A XI P 1), W D-

r e p e at pr ot ei n 5 ( W D R 5) a n d t h e pr ot ei n d p y-3 0 h o m ol o g ( D P Y 3 0). L a stl y, w e c o v er e d t h e 

d e m et h yl a s e a cti vit y K D M 6 A v ari a nt s. M ali g n a n ci e s c a u s e d b y di sr u pti o n of pr o c e s s e s at 

d e v el o p m e nt al g e n e s ( e. g. H O X B 1) w er e c o n n e ct e d wit h t h e d e m et h yl a s e a cti vit y of K D M 6 A 

i n m ulti pl e st u di e s [ 1 0, 1 1, 1 8, 4 5, 5 9]. T h er ef or e, w e d e v el o p e d a n E LI S A -b a s e d a cti vit y 

a s s a y t o e v al u at e a n d q u a ntif y t h e d e m et h yl a s e a cti vit y f or e a c h v ari a nt u s e d i n o ur 

e x p eri m e nt s. I n a d diti o n, a s a r e a d o ut f or t h e c h a n g e s i n c ell ul ar p h e n ot y p e, w e e st a bli s h e d 

a q u alit ati v e a n d q u a ntit ati v e i m a gi n g a p pr o a c h a s w ell a s a n a p o pt o si s a s s a y. W e t h e n 

c o n n e ct e d o ur o b s er v ati o n s at t h e c ell ul ar l e v el wit h t h e m ut ati o n al c h a n g e s.  

 

Fi g u r e 2: C o r e f u n cti o n s of K D M 6 A a n d w or kfl o w u s e d f or c o m pr e h e n si v e a n al y si s. A.  T h e c or e 

f u n cti o n s of K D M 6 A b ei n g eit h er T P R-m e di at e d i nt er a cti o n or J mj C -d e p e n d e nt d e m et h yl a s e a cti vit y. 

D e m et h yl ati o n s p e cifi c all y o c c ur s at t h e H 3 K 2 7 m e 3. R e p ort e d i nt er a cti o n s of K D M 6 A wit h C O M P A S S 

c o m pl e x a n d C B P/ p 3 0 0. T h e i nt er a cti o n f u n cti o n s of K D M 6 A c a n b e i nt er d e p e n d e nt a n d or 

i n d e p e n d e nt fr o m th e d e m et h yl a s e f u n cti o n alit y. B.  W or kfl o w u s e d i n o ur a p pr o a c h. K D M 6 A v ari a nt s 

w er e g e n er at e d b y sit e -dir e ct e d m ut a g e g e n e si s a n d tr a n si e ntl y tr a n sf e ct e d ( o v er e x pr e s s e d). S p e cifi c 

r e a d o ut s w er e i nt er a cti o n b y C o-I P a n d W e st er n Bl ot, a cti vit y b y E LI S A a n d l oc ali z ati o n b y 

fl u or e s c e n c e i m a gi n g a n d s c att er pl ot a n al y si s. W e t h e n li n k e d o ur s p e cifi c i nf or m ati o n o n v ari a nt s t o 

t h e c ell ul ar p h e n ot y p e o b s er v e d vi a i m a gi n g a n d F A C S. 

M ut a g e n e si s

L o c ali z ati o n A cti vit yI nt er a cti o n

I m a gi n g/ F A C S

C h ar a ct eri z ati o n of n u cl e ar /c ell ul ar d a m a g e

P r e p ar ati o n

S p e cifi c r e a d o ut /i nf or m ati o n s

P h e n ot y p e

K D M 6 A

i nt er a cti o n

d e m et h yl ati o n

H 3 K 2 7 m e 3

U n k n o w n
i nt er a ct or sC B P/ p 3 0 0 I

n
d
e

p
e

n
d
e

nt a
n

d
/or

i
nt

er
d
e

p
e

n
d
e

nt

I nt er a ct or s of K D M 6 A

M ulti -f u n cti o n alit y O v er e x pr e s si o n

C O M P A S S

N u cl e o s o m e

H 3H 4

H 2 A H 2 B

A. B.
e G F P
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B y el u ci d ati n g t h e s e str u ct ur e -f u n cti o n r el ati o n s hi p s, w e ai m t o i n cr e a s e t h e u n d er st an di n g 

f or t h e diff er e nt f u n cti o n aliti e s of K D M 6 A a n d h o w t h e y i nfl u e n c e a n d i nt er a ct wit h t h e c ell ul ar 

e n vir o n m e nt. G ai ni n g t hi s ki n d of k n o wl e d g e i s k e y i n fi n di n g a p pr o a c h e s i n t ar g et e d c a n c er 

t h er a p y, w hi c h i s f u n d a m e nt al f or t h e tr e at m e nt of ur ot h eli al c a n c er b ut al s o f or ot h er t y p e s of 

t hi s m ali g n a nt di s e a s e.  

 

2. R e s ult s  

S el e cti o n a n d g e n er ati o n of s u b stit ut e d a n d t r u n c at e d K D M 6 A v ari a nt s b a s e d o n t h e 

m ut ati o n al l a n d s c a p e of K D M 6 A i n ur ot h eli al c a n c er a n d bi o -i nf or m ati c s e v al u ati o n. 

(T e xt a n d fi g ur e s t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. ( s e e P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 ) 

B a s e d o n 6 4 6 6 8 t e st e d s a m pl e s fr o m 4 4 ti s s u e t y p e s, 2 4 9 6 u ni q u e m ut ati o n s ar e li st e d f or 

K D M 6 A  i n C O S MI C v 9 2 ( G R C h 3 8, N o v e m b er 2 0 2 0). A m o n g t h e c a n c er ti s s u e s, m e ni n g e s 

a n d t h e uri n ar y tr a ct e x hi bit t h e hi g h e st m ut ati o n fr e q u e n c y f or K D M 6 A wit h m or e t h a n 3 0 % 

of t h e t e st e d c a n c er s a m pl e s, r e s p e cti v el y ( 4 1 1/ 1 3 3 6 c a s e s f or U C). W e s el e ct e d T 7 2 6 K a s 

a  h ot s p ot s u b stit uti o n v ari a nt a s w ell a s s u b stit uti o n m ut ati o n s t y pi c all y f o u n d i n ur ot h eli al 

c a n c er c ell li n e s a n d ti s s u e s: E 3 1 5 Q (l o c at e d i n T P R h eli x 6) a n d D 3 3 6 G ( T P R h eli x 7), 

w hi c h s h o w s r e d u c e d affi nit y t o A S H 2 L [ 2 3], P 9 6 6 R (t ur ni n g l o o p i n t h e ri b c ag e -li k e b et a 

s h e et c a vit y c o nt ai ni n g t h e a cti v e c e nt er), V 1 3 3 8 F ( zi n c -bi n di n g d o m ai n) a n d C 1 3 6 1 Y ( zi n c -

c h el at or). P o siti o n s P 9 6 6, Q 1 1 3 3, V 1 3 3 8 a n d C 1 3 6 1 ar e c o n s er v e d i n t h e K D M 6 A z e br afi s h 

ort h ol o g u e a n d t h e cl o s e st f u n cti o n al K D M 6 A -p ar al o g s K D M 6 B a n d K D M 6 C, gi vi n g t h e m 

hi g h pr o b a bilit y f or a n i m p ort a nt r ol e. T o r e a s o n a bl y c o m p ar e t h e i m p a ct of t h e s e m ut ati o n s, 

w e a d diti o n all y s el e ct e d t h e v ari a nt s Q 1 1 3 3 A (i nt er a cti o n wit h Hi st o n e H 3 t ail) a n d H 1 3 2 9 A 

( h y dr o p h o bi c p at c h n e ar a cti v e c e nt er), k n o w n t o b e c at a l yti c all y i n a cti v e [ 1 5]. W e cr e at e d all 

s u b stit uti o n v ari a nt s ( Fi g. 3 A ) b y sit e-dir e ct e d m ut a g e n e si s u si n g e G F P -K D M 6 A a s a 

t e m pl at e ( 1 4 0 1 a a f ull-l e n gt h K D M 6 A, i s of or m 1, 2 a a e G F P li n k er l e n gt h). N o n s e n s e 

m ut ati o n s m a k e u p n e arl y o n e q u art er of all p oi nt m ut ati o n s a n d g e n er at e C -t er mi n all y 

tr u n c at e d v ari a nt s wit h f ull a n d/ or p arti al l o s s e s of t h e I D R a n d J mj C. T o u n d er st a n d t h e 

d o m ai n s e v e n b ett er, o n e c o ul d al s o g e n er at e artifi ci al N -t er mi n all y d el et e d c o n str u ct s, w hi c h 

will n ot e xi st i n a p h y si ol o gi c al c o nt e xt. C o n s e q u e nti all y, w e e st a bli s h e d a s et of tr u n c at e d 

v ari a nt s, e a c h wit h a n e G F P -t a g f u s e d t o t h eir N-t er mi n u s, a n al o g o u s t o e G F P-K D M 6 A W T: 

Δ T P R, Δ I D R, Δ J mj C, T P R ( = Δ I D R/Δ J mj C) a n d J mj C ( = Δ T P R/ Δ I D R) (Fi g. 3 B ). W e u s e d a 

s e g m e nt al cl o ni n g a p pr o a c h, tr e ati n g t h e d o m ai n s a s b uil di n g bl o c k s, w hi c h c a n b e 

c o m bi n e d i n di vi d u all y. All K D M 6 A s u b stit uti o n a n d d el eti o n v ari a nt pr ot ei n s w er e d et e ct a bl e 

at t h e e x p e ct e d si z e s b y u si n g a -K D M 6 A a n d a -G F P a nti b o di e s ( Fi g. 3 C/ D) .  
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Fi g u r e 3:  K D M 6 A v ari a nt s, c o m p o si ti o n a n d e x pr e s si o n. C o d e: 1 = W T, 2 = E 3 1 5 Q, 3 = D 3 3 6 G, 

4 A = T 7 2 6 K, 4 B = T 7 2 6 V, 5 = P 9 6 6 R, 6 = Q 1 1 3 3 A, 7 = H 1 3 2 9 A, 8 = V 1 3 3 8 F, 9 = C 1 3 6 1 Y. A.  Gr a p hi c 

di s pl a y of t h e m ut at e d p o siti o n i n t h e s u b stit uti o n v ari a nt s. B.  Gr a p hi c di s pl a y of K D M 6 A tr u n c ati o n 

v ari a nt s. C./ D.  W e st er n bl ot s h o wi n g all s u b stit uti o n a n d d el eti o n v ari a nt s 4 8 h aft er tr a n si e nt 

tr a n sf e cti o n, d et e ct e d wit h a-e G F P a n d a -K D M 6 A a nti b o di e s, a s w ell a s W D R 5 a s l y s at e c o ntr ol, 

d et e ct e d wit h a -W D R 5 a nti b o d i e s. V ari a nt s wit h I D R d el eti o n s ar e n ot d et e ct a bl e wit h t h e a-K D M 6 A 

a nti b o d y, a s it r e c o g ni z e s e pit o p e s wit hi n t h e I D R. T h e Δ I D R v ari a nt w a s e nri c h e d vi a I P. C ol or c o d e: 

Bl u e -gr e y -y ell o w a c c or di n g t o t h e sit e of m ut ati o n ( a s d e pi ct e d i n Fi g. 1 ). 

 

T o g et c o m pr e h e n si v e bi o c h e mi c al d at a f or t h e g e n er at e d v ari a nt s, w e pr e di ct e d pr ot ei n 

s ol u bilit y a n d pI [ 6 0], s e c o n d ar y str u ct ur e [ 6 1] a n d t h er m o d y n a mi c st a bilit y [ 6 2]. A s e x p e ct e d, 

si n gl e s u b stit uti o n v ari a nt s w er e pr e di ct e d ( T a bl e 1 ) a s m o stl y u n c h a n g e d c o m p ar ed t o W T 

wit h s m all diff er e n c e s i n t h er m o d y n a mi c st a bilit y, s m all c h a n g e s i n s e c o n d ar y str u ct ur e 

( e s p e ci all y P 9 6 6 R) a n d c h a n g e i n pI, b ut n ot i n s ol u bilit y. T h e tr u n c at e d v ari a nt s w er e n ot 

eli gi bl e f or t h er m o d y n a mi c st a bilit y a n d s e c o n d ar y str u ct ur e pr e di ct i o n, b ut g e n eri c all y w e 

e x p e ct a d e cr e a s e i n str u ct ur al st a bilit y w h e n r e m o vi n g l ar g e p art s of t h e pr ot ei n.  
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Fitti n gl y, t h e tr u n c at e d v ari a nt s s h o w e d c o n si d er a bl e diff er e n c e s i n pI a n d s ol u bilit y, w hi c h 

c o ul d alt er n at e pr ot ei n c h ar a ct eri sti c s i n vi v o a n d i n vitr o. D el eti n g eit h er T P R or J mj C 

i n cr e a s e d pr e di ct e d s ol u bilit y. T h e si n gl e I D R i s t h e m o st s ol u bl e p art b ut t hi s c o n str u ct w a s 

n ot c o n si d er e d m e a ni n gf ul f or o ur e x p eri m e nt s, si n c e t h e si n gl e d o m ai n h a s n o a p p ar e nt 

f u n cti o n alit y y et. A c c or di n gl y, pr e di cti o n f or I D R-c o nt ai ni n g v ari a nt s h a v e a b o o st i n t h eir 

s ol u bilit y pr e di cti o n a n d, vi c e v er s a, l a c k of t h e I D R str o n gl y l o w er s t h e s ol u bilit y. Ot h er 

n u cl e ar pr ot ei n s fr o m t h e br o a d er i nt er a ct o m e of K D M 6 A all h a v e a hi g h er s ol u bilit y 

pr e di cti o n ( T a bl e 1 ). N ot a bl y, R B B P 5 h a s a hi g h er s ol u bilit y t h a n W D R 5, alt h o u g h t h e y b ot h 

m aj orl y c o n si st of t h e s ol e n oi d W D 4 0 -d o m ai n [ 6 3, 6 4]. H er e, t h e N-t er mi n al di s or d er e d t ail of 

R B B P 5 a p p ar e ntl y m a k e s a l ar g e diff er e n c e i n s ol u bilit y b et w e e n b ot h pr ot ei n s, i n a n al o g y t o 

K D M 6 A’ s hi g hl y s ol u bl e I D R -d o m ai n a n d t o t h e di s or d er e d N u cl e o p h o s mi n ( N P M 1).  

T a bl e 1:  Pr e di cti o n of s ol u bilit y a n d pI of K D M 6 A v ari a nt s.  ( Fr o m K o c h et al, 2 0 2 1) S ol u bilit y 

pr e di cti o n s [ 6 0] f or K D M 6 A v ari a nt s a n d n u cl e ar pr ot ei n s a s m e a s ur e f or c o m p ari s o n. Hi g h pI ( m e a ni n g 

hi g h p o siti v e n et c h ar g e at p h y si ol o gi c al p H) c o ul d p oi nt t o w ar d s a n a b u n d a n c e of D N A -bi n di n g sit e s 

or str o n g t e n d e n c y t o w ar d s n e g ati v el y c h ar g e d D N A [ 6 5].  

K D M 6 A v ari a nt  pI  Pr e di ct e d s ol u bilit y  

K D M 6 A W T  7. 6 8  0. 2 7 8  

Δ T P R  7. 1 2  0. 3 3 6  

Δ I D R 6. 9 8  0. 1 6 7  

Δ J mj C  9. 2 3  0. 3 4 3  

T P R  6. 1 0  0. 2 0 9  

J mj C  9. 0 6  0. 2 6 6  

I D R 9. 6 2  0. 4 8 3  

T 7 2 6 K  7. 8 8  0. 2 7 8  

T 7 2 6 V  7. 6 8  0. 2 7 7  

N u cl e ar pr ot ei n s  pI  Pr e di ct e d s ol u bilit y  

N P M 1  4. 6 1  0. 8 6 6  

K M T 2 C  6. 3 3  0. 4 1 2  

K M T 2 D  5. 4 7  0. 4 9 8  

W D R 5  9. 4 0  0. 3 9 6  

R B B P 5  4. 9 4  0. 6 5 4  
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K D M 6 A d e m et h yl a s e a cti vit y i s st r o n gl y aff e ct e d b y s u b stit uti o n s a n d d el eti o n s wit hi n 

t h e J mj C d o m ai n. 

(T e xt a n d fi g ur e s t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. ( s e e P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 ) 

T o a s s e s s t h e d e m et h yl a s e a cti vit y of K D M 6 A v ari a nt s, w e e st a bli s h e d  a n E LI S A -b a s e d 

H 3 K 2 7 m e 3 d e m et h yl ati o n a s s a y. Fi g. 4 A  s u m m ari z e s t h e r e s ult s a n d s h o w s all m e a s ur e d 

d at a p oi nt s. U p o n mi xi n g wit h a n H 3 K 2 7 m e 3 p e pti d e ( mi ni m u m r e si d u e s r e q uir e d: H 3 a a 1 5 -

3 4), K D M 6 A bi n d s t o t h e p e pti d e. T h e d e m et h yl ati o n r e a cti o n ( Fi g. 4 B ) o c c ur s b y o xi d ati o n 

of o n e of t h e ε -m et h yl gr o u p s of H 3 K 2 7 m e 3 i n t h e pr e s e n c e of F e(II) a n d u n d er c o n s u m pti o n 

of O 2  a n d α -k et o gl ut ar at e. A p art fr o m t h e d e m et h yl at e d H 3 K 2 7, s u c ci n at e, C O 2  a n d 

f or m al d e h y d e ar e pr o d u c e d b y t h e r e a cti o n. T h e a s s a y c o n diti o n s wer e fir st e v al u at e d wit h 

c o m m er ci all y a v ail a bl e r e c o m bi n a nt f ull -l e n gt h K D M 6 A. Aft er i niti al e v al u ati o n, t h e e x pr e s s e d 

G F P -t a g g e d K D M 6 A v ari a nt s w er e p ull e d fr o m l y s at e s, b o u n d t o G F P-d y n a b e a d s ( a nti -G F P 

n a n o b o di e s c o u pl e d t o m a g n eti c b e a d s). T h e el uti o n o f t h e pr ot ei n pr o v e d t o b e i m pr a cti c al 

si n c e a ci di c el uti o n a n d h e at/ S D S w o ul d i n a cti v at e t h e pr ot ei n. T h er ef or e, t h e pr ot ei n w a s l eft 

o n t h e d y n a b e a d s, t h e w a s h e d d y n a b e a d s w er e s u b s e q u e ntl y i n c u b at e d. W e u s e d 

fl u or e s c e n c e e mi s si o n s p e ctr a of t h e e G F P-t a g t o d et er mi n e t h e r e s p e cti v e a m o u nt of 

pr ot ei n b o u n d o nt o d y n a b e a d s a n d n or m ali z e d it t hr o u g h o ut t h e e x p eri m e nt al r e pli c at e s ( Fi g. 

5 A/ B ). T h e a cti vit y of t h e b o u n d pr ot ei n w a s d et er mi n e d wit h pri m ar y a nti b o di e s a g ai n st t h e 

d e m et h yl at e d pr o d u ct s ( a -H 3 K 2 7 m e 2  a nti b o d y wit h affi nit y t o w ar d s H 3 K 2 7 m e 2 a n d m e 1 b ut 

n ot a g ai n st m e 3). T h e s e c o n d ar y a nti b o di e s u s e d w er e c o nj u g at e d wit h al k ali n e 

p h o s p h at a s e ( A L P). T h e c ol ori m etri c r e a d o ut m e a s ur e d t h e a b s or pti o n of p ar a -nitr o p h e n ol 

( p N P) g e n er at e d t hr o u g h d e-p h o s p h or yl ati o n of p ar a -nitr o p h e n ol p h s o p h at e ( p N P P) 

c at al y z e d b y A L P. T h e d at a p oi nt s a c hi e v e d w er e s u b s e q u e ntl y fitt e d vi a 4 P L -r e gr e s si o n 

(Fi g. 5 C/ D, E q. 1 ). T h e e G F P-K D M 6 A W T s p e ci e s s er v e d a s a r ef er e n c e p oi nt f or t h e 

d e m et h yl a s e a cti vit y of t h e v ari a nt s. D at a w a s o bt ai n e d fr o m at l e a st ni n e d at a p oi nt s fr o m 

t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s, e a c h i n tri pli c at e s.  
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Fi g u r e 4: D e m et h yl a s e a cti vit y a s s a y r e s ult s. A. D at a p oi nt s of all s u b stit uti o n v ari a nt s m e a s ur e d, 

err or b ar s di s pl a y t h e d e vi ati o n wit hi n tri pli c at e s. A cti v e v ari a nt s s h o w a n i n cr e a s e d a s s a y a b s or pti o n 

wit h i n cr e a si n g a m o u nt s of i n p ut. I n a cti v e v ari a nt s r e m ai n at b a c k gr o u n d a s s a y a b s or pti o n 

i n d e p e n d e ntl y of t h e a m o u nt of pr ot ei n u s e d i n t h e m e a s ur e m e nt. B.  E n z y m ati c r e a cti o n c at al y z e d b y 

K D M 6 A: H 3 K 2 7 m e 2/ 3  i s d e m et h yl at e d t o H 3 K 2 7 m e 1/ 2 u n d er c o n s u m pti o n of O2 , α -k et o gl ut ar at e a n d 

t h e pr o d u cti o n of s u c ci n at e, C O2 , a n d f or m al d e h y d e. C.  A cti vit y of t h e T 7 2 6 K v ari a nt i s d e p e n d e nt o n 

p o st e x pr e s si o n ti m e. W T a cti vit y d o e s n ot c h a n g e si g nifi c a ntl y b et w e e n 2 4 h ( bl a c k) t o 4 8 h ( gr e y), 

w h er e a s i n T 7 2 6 K a cti vit y i s sli g htl y l o w er t h a n W T aft er 2 4 h ( bl u e) a n d str o n gl y r e d u c e d aft er 4 8 h 

( c y a n), a s c a n b e s e e n b y t h e s hift of t h e 4 P L-fit t o w ar d s a hi g h er i n p ut. D.  A b s or pti o n of tr u n c at e d 

v ari a nt s, t hr e e r e p e at s wit h tri pli c at e s e a c h. W e q u alit ati v el y c o nfir m e d t h at all tr u n c at e d v ari a nt s wit h 

A.

B.

J mj CT P R

F e (II)

C H 3

H K 2 7 ε -N C H 3
C H 3

C H 3

H 3 K 2 7 ε -N C H 3

H
α -K G/ O 2

S u c c / C O2 / F A

2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 2 0 0
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1 0 0

 W T ( 1)

 E 3 1 5 Q ( 2)

 D 3 3 6 G ( 3)

 T 7 2 6 V ( 4 B)

 T 7 2 6 K ( 4 A), 2 4 h

 T 7 2 6 K ( 4 A), 4 8 h

 P 9 6 6 R ( 5)

 Q 1 1 3 3 A ( 6)  
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a J mj C d o m ai n ( W T, Δ I D R, Δ T P R a n d J mj C) ar e c at al yti c all y a cti v e ( gr e e n b o x e s) si n c e t h e 

di stri b uti o n of t h e si g n al o v er t h e b a c k gr o u n d i s a n e vi d e n c e f or a cti vit y. T h e t w o v ari a nt s wit h o ut J mj C 

d o m ai n ( Δ J mj C a n d T P R) ar e c at al yti c all y d e a d (r e d b o x e s) a n d c o n s e q u e nti all y n ot e x c e e d a s s a y 

b a c k gr o u n d l e v el s.  

 

Fi g u r e 5: D e m et h yl a s e a cti vit y a s s a y pri n ci pl e a n d r ef e r e n c e s.  A. N or m ali z e d fl u or e s c e n c e 

e mi s si o n s p e ctr a o bt ai n e d fr o m cr u d e c ell l y s at e of e G F P, e G F P -K D M 6 A W T or e G F P -K D M 6 A 

Q 1 1 3 3 A s a m pl e s, wit h e x cit ati o n at 4 7 0 n m. All fl u or e s c e n c e e mi s si o n s p e ctr a o f t h e s u b stit uti o n 

v ari a nt s h a d a si mil ar s h a p e ( Q 1 1 3 3 A v ari a nt s h o w n a s e x a m pl e). B.  Fl u or e s c e n c e e mi s si o n s p e ctr a 

of e G F P -K D M 6 A W T cr u d e c ell l y s at e b ef or e i n c u b ati o n ( bl a c k li n e) a n d aft er i n c u b ati o n ( bl u e li n e) 

wit h G F P -tr a p d y n a b e a d s. T h e a m o u nt of flu or e s c e nt pr ot ei n b o u n d t o t h e G F P d y n a b e a d s w a s 

d et er mi n e d b y s u btr a cti n g t h e e G F P fl u or e s c e n c e e mi s si o n aft er i n c u b ati o n fr o m e G F P fl u or e s c e n c e 

e mi s si o n b ef or e i n c u b ati o n wit hi n i n t h e r a n g e of 5 0 0 -5 3 0 n m. T h e i nt e gr al o bt ai n e d w a s u s e d t o 

A. B.
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c al c ul at e t h e a m o u nt of fl u or e s c e nt pr ot ei n b o u n d t o t h e b e a d s.  C.  1 -2 3 8 n g d e m et h yl at e d pr o d u ct 

( H 3 K 2 7 m e 2 p e pti d e, M W = 2 9 4 5. 5 g/ m ol) s er v e d a s a r ef er e n c e c ur v e t o d et er mi n e d h o w m u c h 

d e m et h yl at e d pr o d u ct ( x -a xi s) c orr e s p o n d s t o t h e r e s p e cti v e a m o u nt of a s s a y a b s or pti o n u nit ( y -a xi s). 

Fitt e d a c c or di n gl y t o E q. 1 . D.  T h e i nt e gr al v al u e d e s cri bi n g t h e a m o u nt of fl u or e s c e nt pr ot ei n b o u n d t o 

b e a d s ( a s d e s cri b e d i n  B. ) w a s pl ott e d a g ai n st a b s or pti o n ( s h o w n e x e m pl ar y f or K D M 6 A W T) a n d 

fitt e d a c c or di n gl y t o E q. 1 , wit h c  b ei n g a n o p e n fit p ar a m et er. E . A d efi n e d a m o u nt of r e c o m bi n a nt 

e G F P w a s u s e d t o c orr el at e t h e fl u or e s c e nt e mi s si o n ( c al c ul at e d a s d e s cri b e d i n B. ) t o t h e a m o u nt of 

pr ot ei n. T h e di s pl a y e d li n e ar d e p e n d e n c y w a s u s e d t o a n al o g o u sl y c al c ul at e t h e a m o u nt of e G F P -

K D M 6 A p er fl u or e s c e nt e mi s si o n u nit. F . S a m e a s D.  b ut wit h tr a n sf or m e d x -a xi s u si n g t h e 

d e p e n d e n c y fr o m E. , c o n v erti n g fl u or e s c e nt e mi s si o n u nit s i nt o t h e c orr e s p o n di n g a m o u nt of e G F P-

K D M 6 A pr ot ei n. T h e d at a l ar g e d at a s c att eri n g i n D  a n d F  c a n b e e x pl ai n e d b y c o n si d er a bl e v ari ati o n 

of E LI S A si g n al b a s e d o n c o n diti o n s ( e x pr e s si o n b a s e d a cti vit y -diff er e n c e s, i n c u b ati o n t e m p er at ur e, 

i n c u b ati o n ti m e, si g n al/ c o n c e ntr ati o n-r el ati o n s hi p) f or bi ol o gi c al r e pli c at e s d o n e o v er a m o nt h -l o n g 

ti m e s p a n. Si g n al n or m ali z ati o n ( M a x/ Mi n) w a s n ot s uffi ci e nt t o s m o ot h e n d at a s et.  A d diti o n all y, t h er e 

w a s a mi n or v ari ati o n of E LI S A si g n al b a s e d o n i n a c c ur a c y ( e. g. pi p etti n g err or s) b et w e e n t e c h ni c al 

r e pli c at e s. 

 

Fitti n g w a s d o n e wit h a f o ur p ar a m et er s l o gi sti c r e gr e s si o n ( 4 -P L) a c c or di n g t o E q. 1:  

y = d + 
a - d

1 + (
x

c
)

b   E q. 1  

wit h y  = a s s a y a b s or pti o n, x  = a m o u nt of d e m et h yl at e d pr o d u ct (i n Fi g. 5 C ), a m o u nt of 

K D M 6 A s p e ci e s (i n Fi g. 5 D/ F ), a  = b a c k gr o u n d si g n al, d  = m a xi m u m si g n al, b  = sl o p e, c  = 

c 5 0, x -v al u e at h alf m a xi m u m y.  

T h e f oll o wi n g fit r e s ult s w er e o bt ai n e d f or t h e s u b str at e r ef er e n c e c ur v e ( Fi g. 5 C ): a = 0. 2 9,  

b  = 1. 2 7 , d = 1. 7 3 a n d c = 6 2. 4 n g. All m e a s ur e m e nt wit h K D M 6 A pr ot ei n w er e l at er 

n or m ali z e d t o t h e s e v al u e s of a  a n d b t o c orr e ct f or b a c k gr o un d a n d m a xi m u m si g n al 

fl u ct u ati o n b et w e e n e x p eri m e nt s. T h e e x p o n e nt b , t h e sl o p e-f a ct or, w a s a s s u m e d a s 

c o n st a nt. F or t h e K D M 6 A m e a s ur e m e nt s t h e a m o u nt of pr ot ei n di s pl a y e d a s fl u or e s c e n c e 

w a s pl ott e d a g ai n st a s s a y r e a d o ut ( Fi g. 5 D ) a n d fitt e d a c c or di n gl y wit h 4 -P L, wit h c  b ei n g 

t h e o nl y o p e n p ar a m et er. A s a n e x a m pl e, c 5 0 f or W T w a s d et er mi n e d wit h 5 1 8, 0 0 0 +/- 

5 6, 0 0 0 A U. If v ari a nt s w er e l e s s a cti v e, o n e w o ul d e x p e ct a n i n cr e a s e i n c 5 0, a s t h e a m o u nt 

of pr ot ei n n e e d e d t o pr o d u c e t h e s a m e a m o u nt of d e m et h yl at e d pr o d u ct ( di s pl a y e d a s a s s a y 

a b s or pti o n) w o ul d ri s e. Tr a n sf or mi n g t h e x -a xi s fr o m fl u or e s c e nt si g n al i nt o a m o u nt of pr ot ei n 

w a s d o n e b y u si n g r e c o m bi n a nt e G F P of k n o w n c o n c e ntr ati o n a s r ef er e n c e ( Fi g. 5 E ) u n d er 

t h e s a m e c o n diti o n s a n d a s s u mi n g t h e s a me s p e ctr o s c o pi c p ar a m et er s ( Fi g. 5 A ). 

A c c or di n gl y, d et er mi n e d t h e m ol ar i nt e gr at e d fl u or e s c e n c e ( 5 0 0 -5 3 0 n m) fr o m e mi s si o n 

s p e ctr a f or r e c o m bi n a nt e G F P ( M W = 2 7 k D a), yi el di n g 2. 3 4* 1 0 1 8  A U/ m ol wit h 1 n g e G F P = 
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8 6, 9 0 0 [ A U] u n d er gi v e n c o n diti o n s. T h er ef or e, 1 n g e G F P -K D M 6 A W T ( M W = 1 8 1 k D a) 

w o ul d yi el d a n i nt e gr at e d fl u or e s c e n c e si g n al of 1 2, 9 0 0 [ A U]. U si n g t hi s r el ati o n, w e c o ul d 

c al c ul at e t h e a m o u nt of fl u or e s c e nt K D M 6 A i n t h e a s s a y ( Fi g. 5 F ). T h e c 5 0  f or all a v ail a bl e 

s u b stit uti o n v ari a nt s w a s o bt ai n e d i n t hi s m a n n er, fi xi n g all p ar a m et er s e x c e pt c , u si n g it a s a 

r el ati v e m e a s ur e of a cti vit y.  

I n a s e c o n d s et of m e a s ur e m e nt s, w e a n al y z e d all tr u n c at e d v ari a nt s f or t h eir d e m et h yl ati o n 

a cti vit y. Si n c e t h e tr u n c at e d v ari a nt s s h o w e d a n a n o m al o u s a n d  c h a n gi n g e mi s si o n s p e ctr u m 

q u a ntifi c ati o n of t h e pr ot ei n a m o u nt b a s e d o n t h e e mi s si o n s p e ctr u m ( a s i n Fi g. 5 B ) w a s 

i m p o s si bl e. T h er ef or e, w e a s s e s s e d t h e d e m et h yl a s e a cti vit y of t h e tr u n c at e d K D M 6 A 

v ari a nt s w a s a q u alit ati v e m a n n er ( Fi g. 4 D ). I n a cti v e v ari a nt s w o ul d n e v er e x c e e d 

b a c k gr o u n d l e v el s w hil e a cti v e v ari a nt s will b e di stri b ut e d a b o v e b a c k gr o u n d. A s e x p e ct e d, 

all v ari a nt s wit h J mj C d o m ai n c o ul d b e c o nfir m e d a s a cti v e a n d all v ari a nt s wit h o ut J mj C 

d o m ai n di d n ot s h o w a n y a cti vit y.  

T o q u a ntif y a n d c o m p ar e t h e s u b stit ut e d v ari a nt s c o m pr e h e n si v el y, w e c al c ul at e d t h e 

s p e cifi c a cti vit y f or e a c h v ari a nt. A s c al c ul at e d fr o m Fi g. 5 C , t h e c 5 0  f or h alf a b s or pti o n 

v al u e al w a y s c orr e s p o n d s t o 6 2. 4 n g d e m et h yl at e d pr o d u ct. Gi v e n t h e fi x e d ti m e of 2 4 0 mi n 

p er a s s a y, t h e s p e cifi c a cti vit y u n d er t h e s e c o n diti o n s c o ul d b e c al c ul at e d f or e a c h v ari a nt, a s 

s u m m ari z e d i n T a bl e 2  b el o w.  

T a bl e 2: A cti vit y of K D M 6 A s u b stit uti o n v ari a nt s. ( Fr o m K o c h et al, 2 0 2 1) S p e cifi c a cti vit y of 

K D M 6 A v ari a nt s d e p e n d s s tr o n gl y o n t h e m ut ati o n sit e. M ut ati o n s aff e cti n g t h e J mj C d o m ai n i m p air 

c at al yti c a cti vit y, w h er e a s T P R s u b stit uti o n m ut ati o n sli g htl y e n h a n c e d a cti vit y. T h e I D R m ut ati o n 

T 7 2 6 K s h o w e d ti m e -d e p e n d e nt di mi n uti o n of a cti vit y s el e cti v el y c a u s e d b y t h e K 7 2 6 r e si d u e.  

N o.  
K D M 6 A v ari a nt, 

aff e ct e d d o m ai n  

S p e cifi c a cti vit y  

[ 1 0-3 µ m ol mi n -1  m g -1 ] 

1  W T  2. 1 5 ± 0. 2 4  

2  E 3 1 5 Q, T P R  3. 9 6 ± 0. 5 8  

3  D 3 3 6 G, T P R  3. 7 6 ± 0. 8 9  

4 a  T 7 2 6 K, I D R  0. 6 9 ± 0. 1 0  

4 b  T 7 2 6 V, I D R  1. 5 4 ± 0. 1 1  

5  P 9 6 6 R, J mj C  < 0. 0 7 ± 0. 0 3  

6  Q 1 1 3 3 A, J mj C  < 0. 0 9 ± 0. 0 2  

7  H 1 3 2 9 A, J mj C  0. 2 8 ± 0. 0 5  

8  V 1 3 3 8 F, J mj C  0. 2 9 ± 0. 0 3  

9  C 1 3 6 1 Y, J mj C  < 0. 1 2 ± 0. 0 3  
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N ot e t h at T P R s u b stit uti o n s E 3 1 5 Q a n d D 3 3 6 G b ot h h a d a hi g h er a cti vit y t h a n W T. 

I nt er e sti n gl y, a cti vit y i n T 7 2 6 K d e cr e a s e d ti m e-d e p e n d e ntl y wit hi n t w o d a y s aft er tr a n sf e cti o n 

(Fi g. 4 D) . T hi s pr o m pt e d u s t o g e n er at e t h e e G F P-K D M 6 A T 7 2 6 V v ari a nt, w hi c h di s pl a y e d a 

d e m et h yl a s e a cti vit y i n t h e r a n g e of W T, n arr o wi n g t h e c a u s e of t h e ti m e -d e p e n d e n c y d o w n 

t o t h e pr e s e n c e of t h e K 7 2 6 r e si d u e. A s e x p e ct e d, J mj C-m ut at i o n s all h a d i m p air e d 

d e m et h yl a s e a cti vit y. T h e e G F P -K D M 6 A v ari a nt s H 1 3 2 9 A a n d V 1 3 3 8 F h a d str o n gl y r e d u c e d 

a cti vit y, w hil e P 9 6 6 R, Q 1 1 3 3 A a n d C 1 3 6 1 Y w er e n o n -a cti v e.  

Lit er at ur e m et a -a s s e s s m e nt a n d d at a b a s e mi ni n g r e v e al n u cl e ar a n d m o stl y c hr o m ati n 

a s s o ci at e d i nt er a cti o n s of K D M 6 A.  

T o g et a n o v er vi e w o n p ut ati v e K D M 6 A i nt er a cti o n, w e u s e d t h e S T RI N G -d at a b a s e [ 6 6] t o 

e v al u at e t h e t e n m o st li k el y pr ot ei n i nt er a cti o n p art n er s, j u d g e d b y t e xt -mi ni n g, e x p eri m e nt s, 

d at a b a s e s, c o -e x pr e s si o n, n ei g h b or h o o d, g e n e f u si o n, c o -o c c urr e n c e. T h e r e s e ar c h yi el d e d 

m o stl y C O M P A S S pr ot ei n s ( K M T 2 C/ D, W D R 5, A S H 2 L, P A XI P 1, R B B P 5) a s pr o p o s e d 

bi n di n g p art n er s ( Fi g. 6 ). A d diti o n all y, Hi st o n e H 3, E Z H 2, H D A C 3 a n d H O X B 1 w er e f o u n d. 

E Z H 2 i s o n e of t h e m ai n a nt a g o ni st s of K D M 6 A i n it s c at al yti c f u n cti o n, a cti n g a s a K 2 7 

m et h yltr a n sf er a s e [ 3 2]. H D A C 3 i s al s o affili at e d wit h t h e a nt a g o ni sti c si d e of K D M 6 A, 

d e a cti v ati n g c hr o m ati n b y d e a c et yl ati o n [ 6 7]. L a stl y, H O X B 1 i s o n e of t h e m o st pr o mi n e ntl y 

i d e ntifi e d t ar g et g e n e cl u st er s of K D M 6 A [ 1 1].  

 

 

Fi g u r e 6: Pr e di ct e d i nt e r a cti o n s of K D M 6 A.  S T RI N G n et w or k ( a s of 2 0 1 9) wit h t e n n o d e s w h e n 

u si n g all i n t er a cti o n s o ur c e s, i n cl u d e d t e xt-mi ni n g, e x p eri m e nt s, d at a b a s e s, c o -e x pr e s si o n, 

n ei g h b or h o o d, g e n e f u si o n, c o -o c c urr e n c e.  

I n a d diti o n t o t h e S T RI N G-r e s ult s, w e st art e d a lit er at ur e m et a-a s s e s s m e nt of arti cl e s li st e d 

wit h ‘ K D M 6 A’ a n d/ or ‘ U T X’ i n t h e titl e ( a p pr o x. 5 0 0 arti cl e s i n 2 0 2 1). W e all o w e d all s p e ci e s 

h o m ol o g s b ut o nl y attri b ut e d i nt er a cti o n a s s e s s e d b y C o -I P/ w e st er n bl ot a n d m a s s 
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s p e ctr o m etr y. H er e, C O M P A S S m e m b er s h a d a g ai n t h e hi g h e st o c c urr e n c e. I n a d diti o n, 

C B P/ p 3 0 0 w a s f o u n d m ulti pl e ti m e s a s w ell a s t h e R N A -P ol II i nt er a ct or S U P T 6 H, t h e 

r eti n oi c a ci d r e c e pt or s R X R/ R A R a n d t h e t u m or-s u p pr e s s or p 5 3. S e e C h a pt er 4 -T a bl e 

s u p pl e m e nt  1 f or a f ull li st. 

M a s s s p e ct r o m et r y ( M S) d at a r e v e al s n o v el i nt er a ct or s of K D M 6 A  

(T e xt a n d fi g ur e s t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. a n d c o nt ai n s d at a fr o m 2.  ( s e e 

P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 ) 

T o d et er mi n e ur ot h eli al a n d c a n c er s p e cifi c i nt er a cti o n p art n er s of K D M 6 A, w e p erf or m e d a 

pr ot e o mi c s a n al y si s fr o m m a s s s p e ctr o m etr y of st a bl y tr a n s d u c e d K D M 6 A -t a g G F P 2 i n t h e 

ur ot h eli al c a n c er c ell li n e s ( U C C s) R T -1 1 2 a n d V M -C U B 1, w hi c h b ot h e x hi bit K D M 6 A a n d/ or 

K M T 2 C/ D m ut ati o n s [ 4 8]. A m o n g t h e t o p t e n pr ot ei n s i n K D M 6 A p ull d o w n a n d s u b s e q u e nt 

M S ( s e e T a bl e 3 ), w e f o u n d N u cl e o p h o s mi n ( N P M 1), N u cl e oli n, ri b o s o m al s u b u nit s 4 0 S a n d 

6 0 S, a s w ell a s hi st o n e v ari a nt s. T h e i d e ntifi e d pr ot ei n s w er e a s s o ci at e d wit h t h e f oll o wi n g 

p at h w a y s [ 6 8] ( s e e Fi g. 7 ): c ell c y cl e, c hr o m ati n or g a ni z ati o n, D N A r e p air, R N A m et a b oli s m 

(i n cl u di n g r R N A pr o c e s si n g) a n d pr ot ei n m et a b oli s m (i n cl u di n g ri b o s o m e bi o g e n e si s a n d 

p o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n of hi st o n e s). T hi s will o p e n u p t o f ut ur e r e s e ar c h b y c o nfir mi n g 

t h e i nter a cti o n s a n d p erf or mi n g i niti al c h ar a ct eri z ati o n. N ot a bl y, C O M P A S S c o m p o n e nt s 

w er e u n d et e ct a bl e, alt h o u g h pr e vi o u s C o -I P e x p eri m e nt s s u g g e st e d a s s e m bl y wit h R B B P 5 

a n d A s h 2 L [ 2 3, 4 8].  

Si n c e t h e ori gi n of t h e a cti vit y’ s ti m e -d e p e n d e n c e w a s u n cl e ar, w e t e st e d T 7 2 6 K i n a 

pr ot e o mi c s e x p eri m e nt f or p o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s. C o n c urr e nt, w e pr e di ct e d [ 6 9] 

P T M s of all m ut at e d sit e s i n o ur s u b stit uti o n v ari a nt s b ef or e a n d aft er m ut ati o n. P T M -

pr e di cti o n diff er s m ulti pl e ti m e s b et w e e n T 7 2 6 a n d K 7 2 6. U nf ort u n a t el y, u p o n M S-a n al y si s, 

n o m o difi c ati o n of t h e K 7 2 6 r e si d u e s w a s d et e ct a bl e, l e a vi n g t h e q u e sti o n of t h e K 7 2 6’ s r ol e 

u n a n s w er e d f or t h e m o m e nt. S e e C h a pt er 4 -T a bl e s u p pl e m e nt  2  f or d et ail e d v al u e s. 



1 4 2  
 

 

 

Fi g u r e 7: P at h w a y e nri c h m e nt a n al y si s of M S d at a f r o m K D M 6 A -t a g G F P 2 c ell li n e s. A. D at a fr o m 

q u a dr u pli c at e s of t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s of t w o diff er e nt K D M 6 A -t a g G F P 2 c ell li n e s u si n g t h e 

r e a ct o m e d at a b a s e. M S d at a s et s w er e a p pli e d t o t h e r e a ct o m e a n al y si s d at a b a s e. T h e r e s ulti n g 

o ut p ut s h o w s si g nifi c a n tl y e nri c h e d p at h w a y s. T h e fi v e m o st i nt er e sti n g p at h w a y s ar e d e pi ct e d: C ell 

c y cl e, c hr o m ati n or g a ni z ati o n, D N A r e p air, R N A m et a b oli s m i n cl u di n g r R N A pr o c e s si n g a n d pr ot ei n 

m et a b oli s m i n cl u di n g ri b o s o m e bi o g e n e si s a n d p o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n of hi st o n e s. 

T a bl e 3: T o p t e n pr ot ei n s i d e ntifi e d b y M S i n K D M 6 A -t a g G F P 2 st a bl e c ell li n e s V M -C U B 1 a n d 

R T -1 1 2.  A m o n g t h e t o p t e n pr ot ei n s i n K D M 6 A p ull d o w n a n d s u b s e q u e nt M S, N u cl e o p h o s mi n 

( N P M 1), N u cl e oli n, ri b o s o m al s u b u nit s 4 0 S a n d 6 0 S, a s w ell a s hi st o n e v a ri a nt s, ar e d et e ct a bl e. 

M ut ati o n al K D M 6 A a n d K M T 2 C/ D st at u s a n d e x p eri m e nt s wit h R T -1 1 2 a n d V M -C U B 1 h a v e b e e n 

r e c e ntl y p u bli s h e d [ 4 8]. 

#  p v al u e  Pr ot ei n n a m e s  

1  7. 7 1 E -0 8  K D M 6 A  

2  6. 1 9 E -0 7  N P M 1  

3  4. 3 1 E -0 6  6 0 S ri b o s o m al pr ot ei n L 1 0 a  

4  5. 5 3 E -0 5  Hi st o n e H 2 A  t y p e s A/ B/ C 

5  2. 6 6 E -0 5  6 0 S ri b o s o m al pr ot ei n L 1 8 a  

6  7. 4 0 E -0 5  Hi st o n e s H 4  

7  4. 8 8 E -0 4  6 0 S ri b o s o m al pr ot ei n L 1 4  

8  4. 2 3 E -0 4  Hi st o n e s H 2 A. V H 2 A. Z  

9  3. 8 0 E -0 4  Hi st o n e H 3. 3  

1 0  2. 6 3 E -0 4  N u cl e oli n  

A.
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F ull -l e n gt h K D M 6 A i s m a n d at or y f or m a xi m al bi n di n g of t h e C O M P A S S -c o m pl e x c or e 

c o m p o n e nt R B B P 5.   

(T e xt a n d fi g ur e s t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. ( s e e P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 ) 

Aft er o ur i niti al i nt er a cti o n r e s e ar c h, w e s ettl e d o n a s el e cti o n of i nt er a cti o n p art n er s t o t e st 

a n d c o nfir m wit h e G F P -K D M 6 A W T, o ur tr u n c at e d v ari a nt s ( e x cl u di n g Δ I D R d u e t o st a bilit y 

i s s u e s) a n d t h e s u b stit uti o n v ari a nt s D 3 3 6 G a n d T 7 2 6 K. Si n c e all of t h e a-K D M 6 A a nti b o di e s 

bi n d t o a n e pit o p e wit hi n t h e I D R, t h e y w o ul d n ot b e s uit a bl e f or tr u n c at e d v ari a nt s l a c ki n g 

t hi s d o m ai n. C o n s e q u e nti all y, w e d e ci d e d t o vi s u ali z e e G F P -t a g g e d s p e ci e s wit h a n a-G F P 

a nti b o d y ( s e e Fi g. 4 C ). Si n c e w e alr e a d y c o nfir m e d R B B P 5’ s i nt er a cti o n wit h K D M 6 A i n 

e arli er e x p eri m e nt s [ 4 8] a n d t h e a nti b o d y g a v e b ett er si g n al t h a n t h e a -W D R 5 a nti b o d y, w e 

s ettl e d o n R B B P 5 a s t ar g et i nt er a cti n g pr ot ei n. Aft er i niti all y e v al u ati n g c o n diti o n s f or c o -

i m m u n o pr e ci pit ati o n ( w a s hi n g c o ntr ol wit h e G F P s e e Fi g. 8 E ), w e t e st e d f or R B B P 5 

i nt er a cti o n wit h K D M 6 A e x p eri m e nt s 4 8 h p o st tr a n sf e cti o n of s el e ct e d K D M 6 A tr u n c ati o n 

v ari a nt s ( Fi g. 8 B ) i n T-2 4 a n d S W -1 7 1 0. W e h a d pr e vi o u sl y s h o w n t h at R B B P 5 w a s e nri c h e d 

i n K D M 6 A-t a g G F P 2 C o-I P s i n diff er e nt ur ot h eli al c a n c er c ell li n e s [ 4 8]. I nt er e sti n gl y, w e 

o b s er v e d t h at f or m a xi m u m i nt er a cti o n wit h R B B P 5 all K D M 6 A d o m ai n s ar e n e e d e d ( Fi g. 

8 C ). D el eti o n of a n y d o m ai n i m p air e d R B B P 5 bi n di n g. S p e cifi c all y, T P R-c o nt ai ni n g v ari a nt s 

(Δ J mj C a n d T P R, Fi g. 8 D ) a n d t o s o m e e xt e nt I D R-c o nt ai ni n g v ari a nt s ( Δ T P R) b o u n d 

R B B P 5 t o  s o m e d e gr e e, b ut t h e J mj C d o m ai n al o n e di d n ot at all. N ot a bl y, a r e c e nt st u d y 

[ 2 3] f o u n d t h at K D M 6 A T P R m ut ati o n s, a m o n g t h e m t h e D 3 3 6 G v ari a nt, pr e d o mi n a ntl y 

l o c ali z e d i n t h e c yt o pl a s m i n st a bl y tr a n sf e ct e d H e L a c ell s. W e p erf or m e d a p ull-d o w n 

e x p eri m e n t of K D M 6 A W T, D 3 3 6 G a n d T 7 2 6 K v ari a nt s wit h R B B P 5 t o t e st f or i m p air e d 

a s s o ci ati o n wit h t h e K M T 2 C/ D -c o m pl e x. R B B P 5 w a s p ull e d d o w n wit h all t hr e e K D M 6 A 

v ari a nt s t o si mil ar e xt e nt s, b ut n ot wit h t h e e G F P c o ntr ol i n b ot h ur ot h eli al c a n c er c ell li n e s 

(Fi g. 8 C ), s u g g e sti n g t h at t h e y ar e pr e s e nt i n t h e s a m e c o m pl e x. 

I ntri g ui n gl y, o ur pr ot e o mi c s a n al y si s (T a bl e 3 ) f ail e d t o pr o v e t h e e x p e ct e d C O M P A S S-

i nt er a cti o n t h at w e c o ul d s h o w M S- a n d C o -I P e x p eri m e nt s c o n c urr e ntl y. I n st e a d, a s st at e d 

a b o v e, w e f o u n d a str o n g e nri c h m e nt of n u cl e ol ar pr ot ei n s, s u c h a s N u cl e oli n, N P M 1 a n d 

ri b o s o m al s u b u nit s. I n o ur C o-I P e x p eri m e nt s, N P M 1 w a s o nl y vi si bl y e nri c h e d wit h t h e 

K D M 6 A T 7 2 6 K m ut a nt i n T -2 4 w h er e a s ot h er s el e ct e d K D M 6 A v ari a nt s f ail e d t o i nt er a ct or 

g a v e v er y w e a k b a n d s ( Δ T P R a n d Δ J mj C, Fi g. 8 B  w hit e st ar s). T h er ef or e, w e s e ar c h e d f or a 

c o m pl e m e nt ar y a p pr o a c h t o d et e ct a s s o ci ati o n s of K D M 6 A wit h N P M 1.  
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Fi g u r e 8: I m m u n o pr e ci pit ati o n w it h e G F P-K D M 6 A W T a n d v ari a nt s.  A. W or kfl o w of t h e I P -

e x p eri m e nt, fr o m e x pr e s si o n i n c ell s t o w e st er n bl ot.  B.  K D M 6 A v ari a nt s u s e d i n t h e i nt er a cti o n st u d y. 

C.  I P of K D M 6 A v ari a nt s wit h R B B P 5 a n d N M P 1 i n S W-1 7 1 0 a n d T -2 4 ( n = 2 -7). T h e cl e ar e d c ell 

l y s at e s (l eft s e cti o n) i n di c at e s G F P, R B B P 5 a n d N M P 1 pr ot ei n l e v el s aft er tr a n sfe cti o n of K D M 6 A W T, 

v ari a nt s a n d e G F P. F or S W -1 7 1 0 a n d T -2 4, I P (ri g ht s e cti o n) w a s u s e d t o p ull of R B B P 5 wit h e G F P -

K D M 6 A W T, D 3 3 6 G, T 7 2 6 K, Δ T P R, Δ J mj C, T P R, J mj C a n d t h e c o ntr ol e G F P. I n S W -1 7 1 0, N P M 1 i s 

sli g htl y e nri c h e d i n t h e I P wit h t h e i n t h e e G F P -K D M 6 A Δ T P R a n d Δ J mj C v ari a nt s, w h er e a s i n T -2 4, 

N P M 1 i s e nri c h e d i n e G F P -K D M 6 A T 7 2 6 K v ari a nt ( n = 1). D.  T h e T P R a n d R B B P 5 si g n al s w er e 

s e p ar at el y st ai n e d fr o m o n e I P o n t w o m e m br a n e s, si n c e t h e b a n d s o v erl a p i n C.  E. D y n a b e a d s 

w a s hi n g c o ntr ol o n s a m e m e m br a n e, w a s h e d wit h 3 x Ri p a li k e b uff er ( R L B). W hil e K D M 6 A W T p ull s a 

cl e arl y vi si bl e R B B P 5 b a n d a n d a l o w W D R 5 b a n d, b ot h ar e u n d et e ct a bl e i n e G F P -tr a n sf e ct e d c ell s 

al o n e ( n e g ati v e c o ntr ol).  

Fl u or e s c e nt pr ot ei n s e G F P/t a g G F P 2 a n d m C h err y c o u pl e d t o K D M 6 A  a n d R B B P 5 ar e 

n ot wit hi n s uffi ci e nt pr o xi mit y i n c ell ul o t o c o nfi r m i nt er a cti o n vi a M FI S-F R E T 

e x p eri m e nt s.  

W e d e si g n e d t w o c o n c urr e nt c o nf o c al li v e c ell m ulti p ar a m et er fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y 

( M FI S)-F R E T e x p eri m e nt s t o c o m pl e m e nt o ur bi o c h e mi c al a p pr o a c h e s i n or d er t o cl arif y i) if 

K D M 6 A i s a bl e t o f or m h o m o -di m er s a n d ii) if w e c a n c o nfir m t h e p h y si c al i nt er a cti o n 

b et w e e n K D M 6 A a n d R B B P 5 d et e ct e d i n t h e I P -st u d y vi a M FI S -F R E T. I n o ur e arl y w or k [ 7 0], 

w e c o ul d s h o w t h at F R E T e x p eri m e nt s wit h c o m bi n ati o n s  of N - a n d C -t er mi n all y l a b el e d 

K D M 6 A ( e G F P a n d m C h err y, r e s p e cti v el y) yi el d e d n o vi si bl e F R E T -r e a d o ut i n t h e 

fl u or e s c e n c e lif eti m e. W e c o n c urr e ntl y p erf or m e d a n I P-e x p eri m e nt w h er e w e att e m pt e d t o 

p ull m C h -K D M 6 A wit h e G F P -K D M 6 A a n d d et e ct t h e p ull wit h a n  a nti -m C h err y a nti b o d y. T hi s 

e x p eri m e nt yi el d e d n o si g n f or h o m o -i nt er a cti o n a s w ell. T h er e r e m ai n a f e w r e s o ur c e s 

cl ai mi n g t h at s u c h h o m o -i nt er a cti o n s e xi st s, al b eit still l a c ki n g c o n cl u si v e e vi d e n c e [ 1 4]. F or 

a n ot h er M FI S -F R E T e x p eri m e nt ( Fi g. 9 A) , w e cro s s -m at c h e d all t er mi n al c o m bi n ati o n s of 

R B B P 5 a n d K D M 6 A ( Fi g. 9 B ) p o s si bl e wit h fl u or e s c e nt pr ot ei n s at b ot h C-t er mi n u s a n d N-

t er mi n u s. T h e K D M 6 A-t a g G F P 2 c o n str u ct s u b stit ut e d o ur K D M 6 A-e G F P c o n str u ct, w hi c h 

s uff er e d fr o m v er y l o w e x pr e s si o n effi ci e n c y. T h e c o n str u ct s ( C -/ N-t er mi n all y t a g g e d K D M 6 A 

a n d R B B P 5) w er e tr a n si e ntl y tr a n sf e ct e d a n d o v er e x pr e s s e d i n T -2 4 c ell s, all c o n s e c uti v e 

M FI S -F R E T e x p eri m e nt s w er e d o n e i n li v e c ell s. I n t h e pr eli mi n ar y e v al u ati o n r u n, r e s ult s 

s h o w n o di sti n ct a n d c o n cl u si v e c h a n g e i n s p e ci e s -w ei g ht e d a v er a g e fl u or e s c e n c e d o n or 

lif eti m e <τ D > X  (Fi g 9 C/ D ) f or all f o ur c o m bi n ati o n s u s e d. F or a cl e ar F R E T r e a d o ut, w e w o ul d 

at l e a st e x p e ct a d e cr e a s e of 0. 2 -0. 4 n s. T h er e i s a s m all p o s si bilit y f or t h e C/ C -t er mi n al 

c o m bi n ati o n K D M 6 A -t a g G F P 2 wit h R B B P 5-m C h t o h ar b or a mi n or F R E T si g n al b ut t h e d at a 

i s n ot c o n cl u si v e e n o u g h t o j u stif y t h e h u g e c o m mit m e nt n e c e s s ar y f or f urt h er 

m e a s ur e m e nt s. C o n cl u di n g, t h e p h y si c al i nt er a cti o n s e e n i n t h e I P e x p eri m e nt s c o ul d n ot b e 

r e pr o d u c e d wit h M FI S-F R E T e x p eri m e nt s, i n di c ati n g t h at t h e fl u or e s c e nt pr ot ei n s t o p ol o gi c al 



1 4 6  
 

di stri b uti o n ( pr ot ei n cl o u d) ar e n ot at all or o nl y t o a mi n or fr a cti o n wit hi n a F R E T di st a n c e 

( < 1 0 0 Å). 

 

Fi g u r e 9: M FI S -F R E T wit h c o m bi n ati o n s of K D M 6 A a n d R B B P 5. A. M FI S -F R E T w or kfl o w: Pi x el -

wi s e s p e ci e s -w ei g ht e d a v er a g e fl u or e s c e n c e lif eti m e < τ D > X  c a n b e e xtr a ct e d a n d fitt e d fr o m t h e F LI M -

i m a g e. T h e di stri b uti o n i n t h e n u cl e u s i s h o m o g e n o u s. B. C o n str u ct s u s e d i n t hi s w or k w er e eit h er 

t a g g e d N- or C -t er mi n all y wit h G F P s or m C h err y. C/ D. Di stri b uti o n of fr a cti o n w ei g ht e d a v er a g e d o n or 

lif eti m e <τ D > X  f or D o nl y s a m pl e s a n d f o ur diff er e nt c o m bi n ati o n of e G F P/t a g G F P 2 a n d m C h err y wit h 

K D M 6 A a n d R B B P 5 di s pl a y e d a s b o x pl ot s. < τ D > X  i s e x p e ct e d t o dr o p b el o w t h e D o nl y di stri b uti o n if 

F R E T o c c u r s, s c ali n g wit h t h e r at e of F R E T b et w e e n d o n or a n d a c c e pt or. N ot e t h at t a g G F P 2 
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u n q u e n c h e d < τ D > X  ( a p pr o x. 2. 6 n s) i s sli g htl y hi g h er t h a n e G F P ( a p pr o x. 2. 4 n s). F or f ull fit p ar a m et er 

s e e C h a pt er 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 3 -7 . 

 

K D M 6 A si n gl e s u b stit uti o n s d o n ot a lt er n u cl e o pl a s mi c l o c ali z ati o n.  

(T e xt a n d fi g ur e s t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. ( s e e P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 ) 

I n S W-1 7 1 0 a n d T -2 4 c ell s, wil dt y p e e G F P -K D M 6 A w a s l o c at e d i n t h e n u cl e o pl a s m a n d i n 

t h e c yt o pl a s m, s o m eti m e s wit h a t e n d e n c y t o c yt o pl a s mi c s p e c kl e f or m ati o n ( d e p e n d e nt o n 

t h e d o s e of t h e tr a n si e nt o v er e x pr e s si o n). T h e l o c ali z ati o n of e G F P-K D M 6 A W T i s si mil ar t o 

t h at of t h e e n d o g e n o u s K D M 6 A i n t h e s e c ell li n e s, a s s h o w n b y i m m u n o st ai ni n g u si n g t w o 

diff er e nt K D M 6 A a nti b o di e s ( s c -5 1 4 8 5 9 a n d C S T -3 3 5 1, Fi g. 1 0 ). All s u b stit uti o n v ari a nt s 

s h o w e d c yt o pl a s mi c a n d pr e d o mi n a ntl y n u cl e o pl a s mi c l o c ali z ati o n wit h diff er e nt d e gr e e s of 

c yt o pl a s mi c s p e c kl e f or m ati o n, a s w ell a s w e a k a c c u m ul ati o n ar o u n d t h e n u cl e oli ( Fi g. 1 1, 

Fi g. 1 2) .  

 

Fi g u r e 1 0 : St ai ni n g of e n d o g e n o u s K D M 6 A -l e v el s i n U C C s. C o ntr ol e x p eri m e nt s f or a nti b o d y 

st ai ni n g s p e cifi cit y a n d e n d o g e n o u s K D M 6 A pr ot ei n l e v el s. S W -1 7 1 0 ( K D M 6 A W T) a n d T -2 4 ( K D M 6 A 

E 8 9 5*/ E 9 0 2* m ut ati o n) w er e tr a n sf e ct e d wit h K D M 6 A W T or Δ I D R v ari a nt s a n d st ai n e d wit h t w o 

diff er e nt a nti b o di e s ( s c -5 1 4 8 5 9, S a nt a Cr u z bi ot e c h n ol o g y a n d C S T -3 3 5 1 0, C ell Si g n ali n g) r ai s e d 

a g ai n st e pit o p e s wit hi n t h e K D M 6 A c e ntr al r e gi o n (I D R) a n d 2 n d  a nti b o d y l a b el e d wit h A b St ar R e d 

( A b b eri or). Cl e arl y, b ot h a nti b o di e s (i n r e d c h a n n el) d et e ct tr a n sf e ct e d K D M 6 A W T pr ot ei n i n a d diti o n 
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t o t h e e n d o g e n o u s K D M 6 A ( v er y str o n g si g n al s i n gr e e n c h a n n el), b ut n ot t h e Δ I D R v ari a nt si n c e t h e 

e pit o p e i s mi s si n g i n t hi s v ari a nt.  

T o r ul e o ut u n s p e cifi c or G F P dri v e n l o c ali z ati o n of tr a n sf e ct e d K D M 6 A, w e a n al y z e d fr e e 

e G F P c o ntr ol s i n S W -1 7 1 0, T -2 4 a n d H B L A K c ell s ( Fi g. 1 1 -1 3 ). Fr e e e G F P a s w ell a s e G F P-

K D M 6 A s h o w s b ot h c yt o pl a s mi c a n d n u cl e ar l o c ali z ati o n. T h e m ai n diff er e n c e b et w e e n 

e G F P a n d e G F P -K D M 6 A i s t h e a d diti o n al pr e s e n c e of fr e e e G F P i n n u cl e oli w hil e e G F P -

K D M 6 A i s e x cl u si v el y f o u n d n u cl e o pl a s mi c. A s s h o w n i n o n e of o ur e arli er p u bli c ati o n s [ 4 8], 

K D M 6 A tr a n s p ort i nt o t h e n u cl e u s d e p e n d s l ar g el y o n t h e K M T 2 C/ D C O M P A S S c o m pl e x. 

T h er ef or e, t h e o b s er v ati o n t h at K D M 6 A W T a n d all s u b stit uti o n v ari a nt s l o c ali z e d i n t h e 

n u cl e u s, s u g g e st s f u n cti o n al n u cl e ar i m p ort, a s w ell a s i nt er a cti o n wit h t h e C O M P A S S 

c o m pl e x. A n i n cr e a s e d t e n d e n c y f or D N A r el e a s e w a s i d e ntifi e d f or K D M 6 A tr u n c ati o n 

v ari a nt s, w hi c h c ol o c ali z e d at c yt o pl a s mi c D N A s e q u e n c e s a n d pr o m pt e d u s t o e v al u at e t h e 

n u cl e ar d a m a g e c a u s e d b y t h e s e v ari a nt s.  

K D M 6 A t r u n c at e d v ari a nt s c a u s e s e v er e n u cl e ar d a m a g e.  

(T e xt a n d fi g ur e s t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. ( s e e P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 ) 

C o m p ar e d t o t h e e G F P a n d e G F P -K D M 6 A W T c o ntr ol s, d el eti o n of a n y f u n cti o n al d o m ai n 

r e s ult e d i n a h et er o g e n e o u s c ell ul ar r e s p o n s e wit h r e s p e ct t o s u b c ell ul ar di stri b uti o n, 

l o c ali z ati o n a n d n u cl e ar i nt e grit y. F or f urt h er c o m p ari s o n, w e tr a n sf e ct e d t h e K D M 6 A T P R 

a n d J mj C v ari a nt s i nt o H B L A K c ell s, n o n -tr a n sf or m e d ur ot h eli al c ell li n e s, a n d o b s er v e d 

si mil ar d a m a gi n g eff e ct s. T o c o nfir m t h e n o n -tr a n sf or m e d st at u s of o ur k e y pr ot ei n s i n 

H B L A K, w e p erf or m e d a n I C C ( Fi g. 1 3 A ). Vi a str u ct ur e d ill u mi n ati o n mi cr o s c o p y ( SI M), w e 

c o nfir m e d c orr e ct n u cl e ar or n u cl e ol ar  l o c ali z ati o n f or K D M 6 A, K M T 2 C, N P M 1, a pr o mi n e nt 

s h uttli n g a n d c h a p er o n e pr ot ei n f o u n d e s p e ci all y i n n u cl e oli, a n d S C -3 5, a s eri n e/ ar gi ni n e -

ri c h s pli ci n g f a ct or. Aft er tr a n si e nt tr a n sf e cti o n, K D M 6 A v ari a nt s di s pl a y e d eit h er a w e a k 

c yt o pl a s mi c or n u cl e o pl a s mi c l o c ali z ati o n i n all t e st e d c ell li n e s. I n s o m e v ari a nt s, t h e y 

pr e s e nt e d a  s p e c kl e d, p eri n u cl e ar di stri b uti o n of t h e tr a n sf e ct e d pr ot ei n a s s o ci at e d wit h 

n u cl e ar d ef e ct s, a s s h o w n i n Fi g. 1 1 -1 3 . C ell ul ar r e s p o n s e s i n all c ell li n e s w er e c o m p ar a bl e. 

N u cl e ar D N A, w hi c h w a s e x c e s si v el y r el e a s e d i nt o t h e c yt o pl a s m, c ol o c ali z e d wit h K D M 6 A 

tr u n c ati o n v ari a nt s. T h e s e r e s ult s i n di c at e t h e i ntri n si c a bilit y of all v ari a nt s t o bi n d t o 

c hr o m ati n, eit h er dir e ctl y t hr o u g h t h e J mj C or i n dir e ctl y vi a ot h er pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o n s 

b y T P R -c o nt ai ni n g v ari a nt s. All v ari a nt s i n pri n ci pl e l o c ali z e d t o t h e n u cl e u s, b ut (t o v ari o u s 

e xt e nt s) s h o w e d a n o m ali e s li k e p arti al n u cl e ar r e di stri b uti o n t o n u cl e oli or a c c u m ul ati o n i n 

p eri n u cl e ar D N A -a s s o ci at e d s p e c kl e s. T h e s e o b s er v a ti o n s r ai s e t w o f urt h er q u e sti o n s, 

n a m el y ( 1) h o w d el eti o n s of o n e or t w o K D M 6 A d o m ai n s i m p air f u n cti o n al i nt er a cti o n s wit h 

k n o w n i nt er a cti n g pr ot ei n s s u c h a s R B B P 5, t h e K M T 2 C/ D ( C O M P A S S) c o m pl e x a n d ( 2) 

w h et h er N P M 1 m a y b e i n v ol v e d i n K D M 6 A i nt er a cti o n s. A d dr e s si n g t h e s e q u e sti o n s, w e 
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p erf or m e d pr ot ei n i m m u n o pr e ci pit ati o n ( C o -I P) (Fi g. 8 ) a n d c o-st ai ni n g of tr a n si e ntl y 

tr a n sf e ct e d K D M 6 A v ari a nt s wit h N P M 1 a n d D A PI (Fi g.  1 4 ). 

 

Fi g u r e 1 1: T r a n si e nt e x p r e s si o n  of e G F P -K D M 6 A v ari a nt s i n S W -1 7 1 0 c ell s. A . L o c ali z ati o n of 

tr a n si e ntl y tr a n sf e ct e d K D M 6 A s u b stit uti o n v ari a nt s i n S W -1 7 1 0 u si n g c o nf o c al mi cr o s c o p y a n d p o st -

pr o c e s si n g wit h H u y g e n s Pr o 2 0. 0 8. All v ari a nt s l o c ali z e d t o t h e n u cl e o pl a s m a n d c yt o pl a s m. 

O c c a si o n all y, K D M 6 A -p o siti v e mi cr o n u cl ei a n d c yt o pl a s mi c D N A w er e o b s er v e d f or all v ari a nt s 
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i n cl u di n g wil dt y p e ( arr o w s). B . A b n or m al l o c ali z ati o n p att er n c o m p ar e d t o t h e e G F P-K D M 6 A W T, 

W T cl o ni n g  a n d s u b stit uti o n v ari a nt s: L e a k a g e of D N A fr o m t h e n u cl e u s a n d s u b s e q u e nt e xtr a n u cl e ar 

D N A p at c h e s ar e c o m m o n f e at ur e s wit h all tr u n c at e d v ari a nt s i n S W -1 7 1 0.  

 

Fi g u r e 1 2: T r a n si e nt e x pr e s si o n  of e G F P -K D M 6 A v a ri a nt s i n T -2 4 c ell s. A . L o c ali z ati o n of 

tr a n si e ntl y tr a n sf e ct e d K D M 6 A s u b stit uti o n v ari a nt s i n T-2 4 u si n g c o nf o c al mi cr o s c o p y a n d p o st -

pr o c e s si n g wit h H u y g e n s Pr o 2 0. 0 8. All v ari a nt s l o c ali z e d t o t h e n u cl e o pl a s m a n d c yt o pl a s m. 

O c c a si o n all y, K D M 6 A -p o siti v e mi cr o n u cl ei a n d c yt o pl a s mi c D N A w er e o b s er v e d f or all v ari a nt s 
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i n cl u di n g wil dt y p e. B . A b n or m al l o c ali z ati o n p att er n c o m p ar e d t o t h e e G F P-K D M 6 A W T a n d 

s u b stit uti o n v ari a nt s: L e a k a g e of D N A fr o m t h e n u cl e u s a n d s u b s e q u e nt e xtr a n u cl e ar D N A p at c h e s 

ar e c o m m o n f e at ur e s wit h all tr u n c at e d v ari a nt s T -2 4.  

 

Fi g u r e 1 3:  E n d o g e n o u s K D M 6 A a n d v ari a nt s i n u nt r a n sf or m e d H B L A K c ell s.  A.  L o c ali z ati o n of 

e n d o g e n o u s K D M 6 A, K M T 2 C, S C -3 5 a n d N P M 1 a p p e ar s n at ur al.  I m a g e d wit h SI M. B . A b n or m al 
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Fr e e e G F P , W T a n d d el eti o n v ari a nt s i n H B L A K

A.

B.
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l o c ali z ati o n p att er n of e G F P-K D M 6 A T P R a n d J mj C c o m p ar e d t o t h e W T, b ot h s e v er e a n d mil d 

eff e ct s. A s f or T -2 4 a n d S W -1 7 1 0, l e a k a g e of D N A fr o m t h e n u cl e u s a n d s u b s e q u e nt e xtr a n u cl e ar 

D N A p at c h e s ar e c o m m o n f e at ur e s f or t h e t e st e d v ari a nt s i n H B L A K.  

K D M 6 A W T a n d N P M 1 f or m n u cl e o pl a s mi c p o p ul ati o n s w hil e t r u n c at e d K D M 6 A 

v ari a nt s li k e wi s e f or m c o m pl e x e s wit h N P M 1 at e xt r a n u cl e ar D N A s e g m e nt s.  

(T e xt a n d fi g ur e s t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. ( s e e P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 ) 

I m a g e s of e G F P-K D M 6 A W T, T 7 2 6 K a n d J mj C w er e f urt h er a n al y z e d vi a s c att er pl ot s, 

c ell ul ar b a c k m a p pi n g a n d li n e pr ofil e s. F or e G F P -K D M 6 A W T a n d N P M 1 ( Fi g. 1 4 A, l eft 

p a n el ), t w o u ni q u e fr a cti o n s a p p e ar e d at t h e y- or x -a xi s, r e pr e s e nti n g si g n al s i n o nl y o n e of 

t h e t w o c h a n n el s. T h e c orr e s p o n di n g e G F P-K D M 6 A W T -o nl y fr a cti o n i s s h o w n i n gr e e n a n d 

t h e N P M 1-o nl y fr a cti o n i n r e d. A t hir d fr a cti o n wit h gr e e n a n d r e d si g n al s of diff er e nt 

i nt e n siti e s i s s h o w n i n or a n g e a n d n a m e d fr o m h er e o n ‘i nt er m e di at e’ fr a cti o n fr o m h er e o n. 

C ell ul ar b a c k m a p pi n g of t h e s el e ct e d p o p ul ati o n s ( Fi g. 1 1 4 A, mi d d l e p a n el), cl e arl y 

s h o w e d t h e K D M 6 A W T -o nl y si g n al pr e d o mi n a ntl y i n t h e c yt o pl a s m a n d o nl y a mi n or fr a cti o n 

i n t h e n u cl e o pl a s m. A s e x p e ct e d, t h e N P M 1-o nl y si g n al w a s pr e s e nt i n n u cl e oli a n d i n 

n u cl e o pl a s m. T h e i nt er m e di at e fr a cti o n w a s al w a y s a s s o ci at e d wi t h t h e N P M 1-o nl y fr a cti o n 

at t h e n u cl e oli ri m s a n d wit hi n t h e n u cl e o pl a s m, i n di c ati n g a d y n a mi c e x c h a n g e of N P M 1 -

o nl y, mi x e d c o m pl e x e s a n d K D M 6 A W T -o nl y fr a cti o n s at s p e cifi c sit e s wit hi n t h e n u cl e u s. 

T h e li n e pr ofil e t hr o u g h t h e n u cl e u s wit h D A PI a s a D N A  i n di c at or ( Fi g. 1 4 A, ri g ht p a n el) 

c orr o b or at e s t h e s e fi n di n g s: Hi g h N P M 1 (r e d) si g n al i nt e n siti e s w er e e x cl u si v el y f o u n d i n 

n u cl e oli, w h er e a s gr e e n -r e d o v erl a p pi n g si g n al s mi g ht r e pr e s e nt t h e K D M 6 A W T a s s e m bli e s 

wit h N P M 1. A s d e s cri b e d a b o v e, tr u n c at e d K D M 6 A v ari a nt s eli cit e d m or e s e v er e n u cl e ar 

D N A r el e a s e a n d n u cl e ar d a m a g e ( Fi g. 1 1 -1 3 ). Mi ni mi zi n g o ur e x p eri m e nt al w or kl o a d, w e 

r e d u c e d o ur f urt h er a n al y si s t o K D M 6 A J mj C a n d K D M 6 A T P R. S c att er pl ot a n al y si s a n d li n e 

pr ofili n g of t h e tr u n c at e d v ari a nt s wit h  N P M 1 cl e arl y i n di c at e d a n e nri c h e d, c ol o c ali zi n g 

i nt er m e di at e fr a cti o n at e xtr a n u cl e ar D N A s e g m e nt s. A s o b s er v e d b ef or e, K D M 6 A J mj C a n d 

T P R v ari a nt s w er e al s o l o c ali z e d t o t h e c yt o pl a s m. I n c o ntr a st t o K D M 6 A W T, t h e s e v ari a nt s 

w er e al w a y s a s s o ci at e d wit h D N A. W e i d e ntifi e d K D M 6 A a n d N P M 1 c o m p o siti o n s of v ari a bl e 

st oi c hi o m etr y a n d diff er e nt l o c ali z ati o n, w hi c h w er e h ar dl y d et e ct a bl e b y C o -I P/ W B a n al y si s 

(Fi g. 8 C ). I m p ort a ntl y, s c att er pl ot a n al y si s a n d t h e c ell ul ar b a c k m a p pi n g a p pr o a c h 

hi g hli g ht e d diff er e n c e s a m o n g t h e wil dt y p e, s u b stit uti o n a n d tr u n c at e d K D M 6 A v ari a nt s. T h e 

T 7 2 6 K v ari a nt r e pr e s e nt s a n o n -wil dt y pi c mil d p h e n ot y p e wit h a l o w a m o u nt of D N A r el e a s e. 

E v e n m or e s o, t h e s e v er e p h e n ot y p e of t h e tr u n c at e d v ari a nt s i s c h ar a ct eri z e d b y a m a s si v e 

D N A r el e a s e a n d f or m s c o m pl e x e s of n e arl y e q u al st oi c hi o m etr y wit h N P M 1.  
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Fi g u r e 1 4: C ell ul ar b a c k m a p pi n g, s c att er pl ot s a n d li n e pr ofil e of e G F P -K D M 6 A v ari a nt s. 

C ell ul ar b a c k m a p pi n g i d e ntifi e s c o -l o c ali zi n g N P M 1-K D M 6 A pr ot ei n p o p ul ati o n s i n n u cl e o pl a s m a n d 

at e xtr a n u cl e ar D N A. T hi s eff e ct h a s a hi g h o c c urr e n c e i n J mj C v ari a nt ( C. ) a n d l o w er o c c urr e n c e i n 

W T a n d T 7 2 6 K ( A.  a n d B. ). L eft p a n el:  S c att er pl ot pr e s e nt ati o n of K D M 6 A ( gr e e n b o x) a n d N P M 1 

(r e d b o x) a n d o n e i nt er m e di at e p o p ul ati o n r e pr e s e nti n g a mi xt ur e of K D M 6 A -N P M 1 c o m pl e x e s 

( or a n g e b o x). Mi d dl e p a n el:  All t hr e e p o p ul ati o n s w er e b a c k -m a p p e d t o t h e c ell ul ar c o m p art m e nt. 

Ri g ht p a n el:  Li n e pr ofil e t hr o u g h t h e n u cl e u s a s i n di c at e d b y a n arr o w i n t h e i m a g e. D A PI ( bl u e), 

N P M 1 (r e d) a n d K D M 6 A v ari a nt s ( gr e e n ) si g n al s w er e o v erl ai d. T h e or a n g e tri a n gl e s i n di c at e t h e 

i nt er m e di at e p o p ul ati o n s fr o m t h e s c att er pl ot. 
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T h e s e v er e p h e n ot y p e of K D M 6 A t r u n c ati o n v ari a nt s i s c h ar a ct eri z e d b y mit oti c 

d ef e ct s, D N A r el e a s e a n d si g nifi c a ntl y d e cr e a s e d c ell vi a bilit y.   

(T e xt a n d fi g ur e s t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. ( s e e P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 )
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Fi g u r e 1 5: Q u a ntifi c ati o n of s e v er e eff e ct s o b s er v e d f or t r u n c at e d e G F P -K D M 6 A v ari a nt s i n 

U C C s. A.  S c ori n g crit eri a u s e d t o q u a ntifi y t h e o c c urr e n c e of n u cl e ar d a m a g e. B.  Tr u n c at e d K D M 6 A 

v ari a nt s pr o m ot e a si g nifi c a nt d e cr e a s e i n c ell s wit h n or m al p h e n ot y p e s i n b ot h T -2 4 a n d S W -1 7 1 0. 

Fr e q u e n c y of diff er e nt p h e n ot y p e s s c or e d a s n or m al i nt er p h a s e ( gr e y) a n d mit o si s ( pi n k), mi cr o n u cl ei 

( bl u e) a n d d a m a g e (r e d) i n bi- or m o n o n u cl e ar T -2 4 a n d S W -1 7 1 0 c ell s. I n m o n o n u cl e ar c ell s, n or m al 

c ell s d e cr e a s e d si g nifi c a ntl y fr o m e G F P c o ntr ol t o b ot h e G F P -K D M 6 A T P R a n d J mj C, b ut n ot W T. I n 

bi n u cl e ar c ell s, d a m a g e d c ell s i n cr e a s e d si g nifi c a ntl y fr o m e G F P c o ntr ol t o e G F P -K D M 6 A T P R a n d 

J mj C v ari a nt s, b ut n ot W T. C ell s wit h mi cr o n u cl ei w er e n ot si g nifi c a ntl y e nri c h e d. O v er all, w e o b s er v e d 

a n o n -si g nif c a nt tr e n d t o w ar d s a n i n cr e a s e d n u m b er of bi n u cl e at e d c ell s. S e e C h a pt e r 4 -T a bl e 

s u p pl e m e nt 8 f or f ull st ati sti c s. T-t e st u si n g t w o-t ail e d h y p ot h e si s, si g nifi c a n c e l e v el s: * = P  ≤ 0. 0 5, * * 

= P  ≤ 0. 0 1, *** = P  ≤ 0. 0 0 1, s e e C h a pt er 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 9  f or d et ail e d P -v al u e s.  C . Li n e pr ofil e s 

t hr o u g h l a g gi n g c hr o m o s o m e s a n d t h e “ k not -li k e str u ct ur e s” of t h e c hr o m ati n bri d g e s f o u n d i n s a m pl e s 

tr a n sf e ct e d wit h e G F P-K D M 6 A T P R or J mj C i n di c ati n g o v erl a p pi n g si g n al i nt e n siti e s of K D M 6 A 

v ari a nt s ( gr e e n) wit h D N A d a m a g e m ar k er s R A D 5 1 a n d p -γ H 2 A X (r e d).  

 

A s D N A r el e a s e h a s b e e n o b s er v e d e a rli er, w e a n al y z e d w h et h er t h e t y pi c al i n di c at or s f or a 

D N A d a m a g e r e s p o n s e ar e a cti v at e d b y K D M 6 A tr u n c ati o n v ari a nt s, n a m el y a c c u m ul ati o n of 

p h o s p h o - H 2 A. X a n d R A D 5 1. Vi s u al i n s p e cti o n of p h o s p h o - H 2 A. X i n c ell s wit h tr u n c at e d 

v ari a nt s r e v e al e d d ef e ct s i n mit o si s ( Fi g. 1 5 C) . T h e s e d ef e ct s o c c urr e d i n a n a p h a s e a s 

l a g gi n g c hr o m o s o m e s, m ulti pl e fr a g m e nt ati o n e v e nt s a n d i n t el o p h a s e a n d c yt o ki n e si s b y 

p er si sti n g c hr o m o s o m e bri d g e s a n d a c c u m ul ati o n of D N A d a m a g e sit e s at c hr o m o s o m e 

bri d g e s. T o q u a ntif y o ur o b s er v ati o n s, w e e st a bli s h e d a s c ori n g s y st e m t o d et er mi n e t h e 

a m o u nt of c ell s wit h s e v er e p h e n ot y p e s p er v ari a nt ( Fi g. 1 5 A ). H er e, w e di s cri mi n at e d 

b et w e e n m o n o - a n d bi n u cl e at e d c ell s a n d q u a ntifi e d c ell s wit h d a m a g e s ( c yt o pl a s mi c D N A 

r el e a s e, e xtr e m e n u cl e ar d ef or m ati o n, l a g gi n g c hr o m o s o m e s a n d c hr o m o s o m e bri d g e s), 

mi cr o n u cl ei, n or m al i nt er p h a s e or mit oti s. B ot h K D M 6 A d el eti o n v ari a nt s, T P R a n d J mj C, 

eli cit e d a si g nifi c a nt i n cr e a s e i n D N A d a m a g e i n m o n o - a n d bi n u cl e at e d c ell s. W e o b s er v e d a 

tr e n d f or c ells tr a n sf e ct e d wit h e G F P -K D M 6 A W T, T P R a n d J mj C t o b e d et e ct e d i n bi n u cl e ar 

c ell s. T o e v al u at e w h et h er t h e n u cl e ar d a m a g e pr o m ot e s a p o pt o si s, w e p erf or m e d a n 

A n n e xi n V - b a s e d a p o pt o si s a s s a y 4 8 h p o st tr a n sf e cti o n. U p t o 5 0, 0 0 0 tr a n si e ntl y 

tr a n sf e ct e d c ell s p er v ari a nt, st ai n e d wit h A n n e xi n -V all o p h y c o c y a ni n ( A P C) a n d pr o pi di u m 

i o di d e ( PI), w er e fi x e d a n d a n al y z e d wit h fl u or e s c e n c e a cti v at e d c ell s orti n g ( F A C S). T h e 

m e a s ur e m e nt s i n di c at e t h at c ell vi a bilit y si g nifi c a ntl y d e cr e a s e s i n e G F P -K D M 6 A T P R a n d 

J mj C v ari a nt s i n b ot h ur ot h eli al c a n c er li n e s ( Fi g. 1 6 A/ B ). T hi s mirr or s t h e r e s ult s of t h e 

s c ori n g e x p eri m e nt s v er y w ell, p oi nti n g t o w ar d s a dir e ct c o n n e cti o n b et w e e n t h e n u cl e ar 

d a m a g e a n d a p o pt o si s i n d u cti o n.  
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Fi g u r e 1 6 : T r u n c at e d K D M 6 A v ari a nt s d e cr e a s e t h e a m o u nt of vi a bl e i n T -2 4 a n d S W -1 7 1 0 c ell s 

a n d e x hi bit mit o si s err o r s . A . F A C S a n al y si s i n A n n e xi n V b a s e d a p o pt o si s a s s a y. Tr a n sf e ct e d 

e G F P p o siti v e c ell s w er e g at e d b a s e d o n t h e t hr e s h ol d o bt ai n e d fr o m u ntr a n sf e ct e d c ell s, w hi c h w er e 

t h e n u s e d t o pl ot PI ( m e m br a n e p er m e a bilit y) a g ai n st A n n e xi n -V -A P C ( a p o pt o si s m ar k er). T h e pl ot 

w a s di vi d e d i nt o f o ur q u a dr a nt s, r e pr e s e nti n g t h e vi a bl e p o p ul ati o n (l o w er l eft), e arl y a p o pt o si s (l o w er 

ri g ht), l at e a p o pt o si s ( u p p er ri g ht) a n d n e cr o si s ( u p p er l eft). B.  St ati s ti c s d eri v e d fr o m tri pli c at e 

m e a s ur e m e nt s. e G F P -K D M 6 A T P R a n d J mj C s h o w a si g nifi c a nt d e cr e a s e i n c ell vi a bilit y i n 

c o m p ari si o n t o t h e e G F P c o ntr ol i n b ot h c ell li n e s. T -t e st u si n g t w o-t ail e d h y p ot h e si s, si g nifi c a n c e 

l e v el s: * = P  ≤ . 0 5, ** = P  ≤ 0. 0 1, ***  = P  ≤ 0. 0 0 1, s e e  C h a pt er 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 0 f or d et ail e d P -

v al u e s.  C . Gr a p hi c s u m m ar y of c ell ul ar p h e n ot y p e s o b s er v e d wit h K D M 6 A m ut ati o n v ari a nt s, d e pi cti n g 

t h e i m p a ct o n l o c ali z ati o n, mit o si s, a p o pt o si s a n d pr ot ei n a s s e m bli e s. 

 

F urt h er di r e cti o n s: I n iti al d e si g n a n d t e sti n g of a n e w g e n er ati o n of e G F P-K D M 6 A 

c o n st r u ct s utili zi n g t h e S p ot -T a g ® a n d e n h a n c e d s ol u bilit y.  

I n a n att e m pt t o e n h a n c e o ur e x pr e s si o n q u alit y, w e fir st o pti mi z e d t h e T P R-c o n str u ct. W e 

a d d e d a s ol u bl e li n k er r e gi o n ( S ol. -t a g, 5 x L y s), el o n g at e d t h e c o n str u ct i nt o t h e I D R-r e gi o n 

( a a 3 9 1-4 2 6) a n d a d d e d a C -t er mi n al S P O T ( s e e Fi g. 1 7 A ). T h e S P O T-t a g i s a n affi nit y-

b o d y w hi c h i s s p e cifi c all y bi n di n g a P D R V R A V S H W S S p e pti d e s e q u e n c e. It e n a bl e d 

p e pti d e -b a s e d el uti o n fr o m b e a d s a n d e n a bl e s (i n c o ntr a st t o e G F P) e x p eri m e nt s wit h 
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p urifi e d S P O T -t a g g e d K D M 6 A i n s ol uti o n. T h e S P O T a n d e G F P t a g s c a n b e p ull e d e q u all y 

g o o d wit h t h eir r e s p e cti v e b e a d s ( Fi g. 1 7 B ). T h e l a n e fr o m t h e S P O T-b e a d p ull a p p e ar s 

e v e n cl e a n er. T h er e i s n o r e si d u al e G F P -T P R -S P O T l eft i n t h e s u p er n at a nt ( S N). I m a gi n g 

(Fi g. 1 7 C ) r e v e al s a hi g h er a n d m or e h o m o g e n o u sl y di stri b ut e d e x pr e s si o n. T h e pr ot ei n 

str o n gl y l o c ali z e s i nt o t h e n u cl e u s. T h e 5 x L y s S ol. -t a g mi g ht i n cr e a s e n u cl e ar i m p ort [ 7 1]. 

T h e a m o u nt of c ell ul ar d a m a g e n e e d s t o b e a s s e s s e d f urt h er i n a p o pt o si s a s s a y s a n d 

i m a g e-q u a ntifi c ati o n.  

 

Fi g u r e 1 7: O pti mi z e d T P R e x p r e s si o n c o n str u ct. A. e G F P -T P R -S P O T c o n str u ct. T P R e x. c o n si st s 

of a a 1 -4 2 6, S ol. -t a g c o n si st s of 5 x L y s. B. W e st er n bl ot of S P O T -b e a d s v s G F P b e a d s, p ulli n g e G F P -

T P R -S P O T. D et e cti o n wit h a -G F P a nti b o d y. B. I m a gi n g of T-2 4 c ell s e x pr e s si n g e G F P -T P R -S P O T.  

3. Di s c u s si o n  

(T e xt t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. ( s e e P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 ) 

E st a bli s hi n g a c o m pr e h e n si v e t o ol kit f or t h e c h ar a ct eri z ati o n of K D M 6 A  

St arti n g t hi s pr oj e ct, w e f o u n d n e xt t o n o c o m pr e h e n si v e a n d cl e ar att e m pt t o e st a bli s h a 

str u ct ur e -f u n cti o n r el ati o n s hi p b et w e e n t h e p h e n ot y p e s o b s er v e d, t h e p o siti o n s m ut at e d or 

e v e n t h e d o m ai n s d el et e d w hil e c o n si d eri n g t h e c h ar a ct eri sti c s of t h e c ell l i n e u s e d i n t h e 

e x p eri m e nt. T o i m pr o v e t hi s sit u ati o n, w e d e v el o p e d a n d utili z e d a c o m pr e h e n si v e a n al y si s 

t o ol kit t o u n d er st a n d t h e r el ati o n s hi p a n d i nt er pl a y of k n o w n a n d pr e di ct e d r e g ul at or y 

f e at ur e s of t h e m ulti-d o m ai n pr ot ei n K D M 6 A. T h e t o ol kit c o n si st e d of a d e m et h yl a s e a s s a y, 

i m a gi n g t e c h ni q u e s, i m m u n o pr e ci pit ati o n a n d W e st er n bl ot a s w ell a s F A C S. T h e e G F P-t a g 

e G F P -T P R -S P O T, 7 9 k D a

E n h a n c e d c o n st r u ct :

T P R e x.

S ol. -t a g

e G F P

S P O T

A.

B.

C.

5 0 µ m

2 5 µ m

1 8 0

7 0

3 5

k D a S N I P S N I P

G F P -b e a d s S P O T -b e a d s

a -G F P
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w a s utili z e d a s a u ni v er s al affi nit y a n d fl u or e s c e nt t a g. W e d e m o n str at e h o w si n gl e 

s u b stit uti o n m ut ati o n s a n d d el eti o n s of t h e m ai n t hr e e f u n cti o n al a n d r e g ul at or y d o m ai n s, 

T P R, I D R a n d J mj C, aff e ct t h e i ntri n si c pr o p erti e s of t h e t ar g et pr ot ei n a n d it s i nt er a cti o n s 

wit h t h e c ell ul ar e n vir o n m e nt. W e c o ul d s h o w t h at m ut ati o n s wit hi n t h e J mj C d o m ai n aff e ct e d 

t h e c at al yti c a cti vit y. Alt h o u g h n u cl e ar l o c ali z ati o n c h a n g e d littl e, i nt er a cti o n s wit h R B B P 5 

a n d N P M 1 w er e aff e ct e d, e s p e ci all y i n tr u n c at e d v ari a nt s, w h er e w e o b s er v e d a c ell ul ar 

m e c h a ni s m t o di s p o s e of h ar mf ul K D M 6 A v ari a nt s, n a m el y b y r el e a s e of D N A -K D M 6 A 

c o m pl e x e s i nt o t h e c yt o pl a s m. H a r mf ul K D M 6 A v ari a nt s c a u s e mit o si s d ef e ct s a n d D N A 

d a m a g e w hi c h pr o m ot e s c ell d e at h.  

S el e cti o n of K D M 6 A v a ri a nt s, bi o c h e mi c al q u alit y c o ntr ol a n d e v al u ati o n of s p e cifi cit y 

of t h e p h e n ot y p e s o b s er v e d  

W h e n s el e cti n g v ari a nt s f or m ut a g e n e si s -b a s e d e x p eri m e nt s  t h er e ar e t w o m ai n 

c o n si d er ati o n s t o m a k e: Fir st, w h at eff e ct o n t h e e x p eri m e nt al r e a d o ut d o w e d e d u c e f or t h e 

v ari a nt a n d, s e c o n dl y, c a n t h e m ut ati o n i nfl u e n c e t h e v ari a nt i n a n y u n c o ntr oll a bl e w a y 

o ut si d e fr o m t h e r e a d o ut w e w a nt t o a c hi e v e. C o n si d eri n g  t hi s, w e w o ul d t hi n k of s o m e 

vi si bl e eff e ct f or all c a n c er -d eri v e d s u b stit uti o n v ari a nt s b y d e si g n, si n c e t h e y li k el y 

c o ntri b ut e d t o t h e c a n c er p at h o g e ni cit y. A si n gl e p oi nt m ut ati o n i s n ot n e c e s s aril y c h a n gi n g 

t h e pr ot ei n a s a w h ol e, e s p e ci all y at t h e siz e a n d m ulti -d o m ai n str u ct ur e of K D M 6 A. Still, 

e v e n si n gl e s u b stit uti o n s c o ul d c a u s e u n s p e cifi c eff e ct s, alt h o u g h u nli k el y. T h e tr u n c at e d 

v ari a nt s o n t h e ot h er h a n d ar e a l ot h ar d er t o j u d g e. W hil e t h e f u n cti o n al eff e ct s mi g ht b e a 

l ot str o n g er h er e, it i s c h all e n gi n g t o pi n p oi nt t h e s o ur c e of a n eff e ct t o a s p e cifi c str u ct ur al 

f e at ur e a n d at t h e s a m e ti m e e x cl u d e u n s p e cifi c eff e ct s li k e f ol di n g i s s u e s or s ol u bilit y 

d e cr e a s e. W hil e t h e s u b stit uti o n v ari a nt s all l o o k e d st a bl e, t h e tr u n c at e d v ari a nt s h a d 

a b er r a n ci e s i n t h e fl u or e s c e n c e e mi s si o n s p e ctr a, c ell ul ar e x pr e s si o n l e v el s a n d e v e n, i n t h e 

c a s e of t h e Δ I D R v ari a nt, pr o bl e m s t o b e vi s u ali z e d o n w e st er n bl ot. T h e l att er e v e nt 

pr o m pt e d u s t o e x cl u d e t h e Δ I D R v ari a nt f or f urt h er e x p eri m e nt s, j u d gi n g it s s olu bilit y a s t o o 

l o w t o b e i s ol at e d pr o p erl y. O v er all, w e s e e t h e p h e n ot y p e e n c o u nt er e d wit h t h e tr u n c at e d 

v ari a nt s a s t o o s p e cifi c t o b e m ai nl y c a u s e d b y s ol u bilit y or st a bilit y i s s u e s. Still, t h e 

p h e n ot y p e c o ul d b e i nfl u e n c e d a n d bl urr e d b y t h e l o wl y p erf o r m a n c e of t h e tr u n c at e d 

v ari a nt s.  

C h a n gi n g d e m et h yl a s e a cti vit y of K D M 6 A vi a m ut a g e n e si s i s n ot j u st o n e -

di m e n si o n al, b ut h ar b or s str u ct ur al i m pli c ati o n s a n d p o st -t r a n sf e cti o n ti m e 

d e p e n d e n c y  

Fir st, w e d e v el o p e d a n E LI S A -b a s e d d e m et h yl a s e a s s a y s uit e d f or  u s e wit h e G F P -t a g g e d 

K D M 6 A v ari a nt s. O ur e x p eri m e nt s r e v e al e d, t h at s u b stit uti o n v ari a nt s wit hi n t h e J mj C 

( c at al yti c d o m ai n) p o s s e s s e d r e d u c e d or a b oli s h e d d e m et h yl a s e a cti vit y, e s p e ci all y if a mi n o 
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a ci d s i n v ol v e d i n p e pti d e r e c o g niti o n, p e pti d e bi n di n g or  st a bili zi n g w er e c h a n g e d. 

R e m ar k a bl y, t h e d e m et h yl a s e a cti vit y w a s al s o r e d u c e d i n t h e I D R -v ari a nt T 7 2 6 K, b ut n ot i n 

T 7 2 6 V, i n a p o st -e x pr e s si o n ti m e -d e p e n d e nt m a n n er. T h er ef or e, w e pr e di ct a u ni q u e 

f u n cti o n alit y f or t h e a mi n o a ci d p o siti o n K 7 2 6 c o n n e ct e d t o m a y b e a f a st er, p o s si bl y p arti al, 

t ur n o v er of t h e pr ot ei n aft er e x pr e s si o n. A m o n g t h e s el e ct e d c a n c er-a s s o ci at e d p oi nt 

m ut ati o n s, t h e h ot s p ot m ut ati o n T 7 2 6 K i s t h e t hir d m o st fr e q u e ntl y li st e d m ut ati o n i n C o s mi c 

v 9 2 a cr o s s all ti s s u e s, f urt h er hi g hli g h ti n g t h e p ot e nti al. W e pr e di ct e d a n d t e st e d K 7 2 6 a s a 

p o s si bl e m et h yl ati o n sit e, b ut m a s s s p e ctr o m etr y a n al y si s di d n ot s h o w a n y P T M at K 7 2 6. 

T h er e mi g ht al s o b e s o m e ki n d of r e c o g niti o n sit e i n v ol v e d. M or e c o m pr e h e n si bl e, t h e 

d e m et h yl a s e a cti vit y of tr u n c at e d K D M 6 A v ari a nt s w a s d et er mi n e d b y t h e pr e s e n c e or 

a b s e n c e of t h e J mj C d o m ai n. A s e x p e ct e d, K D M 6 A J mj C, Δ T P R a n d Δ I D R e x hi bit e d 

d e m et h yl a s e a cti vit y, w h er e a s T P R a n d Δ J mj C di d n ot. H o w e v er, r e m o v al of ot h er d o m ai n s 

n e g ati v el y aff e ct e d pr ot ei n st a bilit y a n d s ol u bilit y, e s p e ci all y f or K D M 6 A Δ I D R. K D M 6 A J mj C 

a n d t h e fl a n ki n g zi n c -bi n di n g d o m ai n ar e k n o w n t o r e c o g ni z e a n d bi n d s e v er al a mi n o a ci d s 

b et w e e n H 3 R 1 7 -H 3 T 3 2 of t h e H 3 K 2 7 di - a n d tri -m et h yl at e d N -t er mi n al hi st o n e t ail t o e n s ur e 

s u b str at e s p e cifi cit y [ 1 5]. C o n s e q u e ntl y, m ut ati o n s i n t h e J mj C a n d fl a n ki n g d o m ai n s h a v e a 

hi g h p ot e nti al t o i m p e d e or e v e n a b oli s h t h e c at al yti c a cti vit y. A s a n e x a m pl e, t h e P 9 6 6 R 

m ut ati o n l o c ali z e d i n t h e e arl y J mj C i s sit u at e d at a l o o p c o n n e cti n g t h e ri b c a g e -li k e str u ct ur e 

m a d e of β -s h e et s, w hi c h s urr o u n d s t h e a cti v e c e nt er of K D M 6 A. R e pl a ci n g t h e pr oli n e mi g ht 

d e st a bili z e t h e l o o p’ s t ur ni n g a n gl e s a n d w e a k e n t h e w h ol e str u ct ur e, ulti m at el y  a b oli s hi n g 

t h e d e m et h yl a s e a cti vit y. H o w e v er, it i s u n k n o w n t o w h at e xt e nt m ut ati o n s i n t h e T P R a n d 

I D R mi g ht c o ntri b ut e t o K D M 6 A d e m et h yl a s e a cti vit y. W hil e t h o s e v ari a nt s wit h N-t er mi n al or 

c e ntr al tr u n c ati o n s ar e m o stl y artifi ci al, C -t er mi n all y tr u n c ate d v ari a nt s c a u s e d b y n o n s e n s e 

m ut ati o n s m a k e u p al m o st a q u art er of all li st e d K D M 6 A  m ut ati o n s i n C O S MI C v 9 2. A 

pr e v al e nt n o n s e n s e m ut ati o n i s Q 5 5 5*, w hi c h m a y b e p artl y e x pl ai n e d b y t h e o b s er v ati o n 

t h at it r e pr e s e nt s a h ot s p ot f or A P O B E C 3-m e di at e d m ut ati o n s, fr e q u e ntl y a p p e ari n g i n 

m ulti pl e c a n c er t y p e s i n cl u di n g bl a d d er c a n c er. F u n cti o n all y, t h e Q 5 5 5* f ull y l a c k s t h e J mj C 

d o m ai n a n d h a s a p arti al d el eti o n of t h e I D R. S u c h I D R/ J mj C n o n s e n s e m ut ati o n s w o ul d 

a b oli s h d e m et h yl a s e a cti vit y b y tr u n c ati o n or d el eti o n of J mj C. A n ot h er e x a m pl e i s t h e 

K D M 6 A fr a g m e nt f o u n d i n t h e ur ot h eli al c a n c er c ell li n e T -2 4 wit h h et er o z y g o u s m ut ati o n s at 

E 8 9 5* a n d E 9 0 2*. T h e s e si mil ar -si z e d v ari a nt s ar e still e x pr e s s e d e n d o g e n o u sl y a n d c a n b e 

d et e ct e d a s a ~ 9 7 k D a b a n d o n W B [ 4 8]. It r e m ai n s s p e c ul ati v e w h et h er t h e s e fr a g m e nt s 

di s pl a y d o mi n a nt n e g ati v e eff e ct s a n d ar e a cti v el y i n v ol v e d i n g e n er ati n g t h e c a n c er o u s T -2 4 

p h e n ot y p e. Ot h er v ari a nt s, li k e t h e m o d er at el y fr e q u e nt Q 3 3 3*, l a c k b ot h I D R a n d J mj C a n d 

c o ul d p ot e nti all y i m p air  T P R 8 f u n cti o n alit y.  
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O ur t r u n c ati o n v ari a nt s h el p t o r e v e al a n d m a p diff er e nt bi n di n g m o d e s of K D M 6 A wit h 

R B B P 5  

A p art fr o m i m pli c ati o n s o n d e m et h yl a s e a cti vit y, o ur v ari a nt s h a v e i m p air e d i nt er a cti o n s wit h 

ot h er pr ot ei n s. W e h a v e r e c e ntl y s h o w n t h at K D M 6 A a s s o ci at e s wit h R B B P 5 i n ur ot h eli al 

c a n c er c ell li n e s d e p e n d e nt o n t h e m ut ati o n st at u s of K D M 6 A a n d K M T 2 C/ D pr ot ei n s [ 4 8] 

s u g g e sti n g vit al i nt er a cti o n s of K D M 6 A wit h t h e C O M P A S S c o m pl e x. H er e w e s h o w e d t h at 

T P R a n d I D R s u b stit uti o n v ari a nt s di d n ot aff e c t R B B P 5 bi n di n g. H o w e v er, e s p e ci all y t h e 

K D M 6 A m ut ati o n D 3 3 6 G h a s b e e n s h o w n t o b e pr e d o mi n a ntl y c yt o pl a s mi c [ 2 3] i n H e L a c ell s 

pr e s u m a bl y d u e t o i m p air e d bi n di n g t o A S H 2 L i n a p ull -d o w n e x p eri m e nt a n d c o n s e q u e nti al 

r e d u c e d n u cl e ar i m p ort b y t h e K M T 2 C/ D c om pl e x [ 2 3]. I n a pr e vi o u s st u d y w e o b s er v e d t h at 

K D M 6 A n u cl e ar i m p ort w a s str o n gl y d e cr e a s e d aft er d o u bl e, b ut n ot si n gl e, k n o c k d o w n of 

K M T 2 C a n d K M T 2 D pr ot ei n s [ 4 8]. S y st e m ati c d el eti o n of K D M 6 A d o m ai n s cl e arl y i n di c at e d 

t h at all d o m ai n s, i n cl u di n g T P R an d I D R, ar e n e c e s s ar y f or pr o p er bi n di n g of R B B P 5 

i n d e p e n d e nt of d e m et h yl a s e a cti vit y. T hi s c o ul d i n di c at e t h at t h e bi n di n g m otif of R B B P 5 

str et c h e s i nt o t h e I D R or t h at t h er e ar e m ulti pl e bi n di n g e pit o p e s di stri b ut e d t hr o u g h o ut t h e 

I D R, p o s si bl y e v e n a s s em bli n g i n t hr e e -di m e n si o n al t o p ol o g y. Alt h o u g h J mj C al o n e d o e s n ot 

bi n d R B B P 5, t h e pr e s e n c e of t hi s d o m ai n e n h a n c e d bi n di n g i n K D M 6 A W T c o m p ar e d t o 

K D M 6 A Δ J mj C a n d K D M 6 A T P R, t hi s mi g ht eit h er b e d u e t o a n o v er all st a bilit y -

e n h a n c e m e nt b y t h e J mj C d o m ai n o r a s e c o n d m o d e of i n dir e ct bi n di n g t o R B B P 5 vi a t h e 

Hi st o n e H 3 t ail. A r e c e ntl y p u bli s h e d st u d y i n di c at e d t h at R B B P 5, W D R 5 a n d t h e K D M 6 A 

J mj C d o m ai n s h ar e si mil ar r e c o g niti o n a n d bi n di n g m otif s at t h e Hi st o n e H 3 t ail [ 5 8]. 

T h e o b s er v e d u nif or mit y i n l o c al i z ati o n f or all v ari a nt s li k e wi s e d e m a n d s m ulti pl e 

o pti o n s f or n u cl e ar i m p ort of K D M 6 A  

L o o ki n g at t h e l o c ali z ati o n of K D M 6 A, w e h a v e t o di s c u s s m ulti pl e p o s si bl e i m p ort p at h w a y s, 

si n c e all v ari a nt s w er e l o c at e d i n t h e n u cl e o pl a s m i n d e p e n d e ntl y of t h eir m ut ati o n st at u s, 

alt h o u g h t o diff er e nt e xt e nt s. T h e t h e or y w e v erifi e d i n o ur e arli er p a p er [ 4 8], w a s w or ki n g 

wit h a n u cl e ar c o -tr a n s p ort of K D M 6 A al o n g si d e K M D T 2 D/ C a n d t h e s urr o u n di n g W R A D 

c o m pl e x. K O of b ot h K D M T 2 s w o ul d a b oli s h n u cl e ar i m p ort. N o w o ur r e s ult s a n d ot h er s [ 2 3] 

s h o w t h at t h e i nt er a cti o n of K D M 6 A wit h c or e c o m p o n e nt s of t h e W R A D, e s p e ci all y R B B P 5, 

A S H 2 L a n d W D R 5, ar e o c c urri n g vi a t h e T P R d o m ai n. Still, w e s e e n u cl e ar l o c ali z ati o n of all 

v ari a nt s. T hi s mi g ht b e d u e t o l e a k a g e si n c e o ur tr u n c at e d v ari a nt s ar e s e e mi n gl y r u pt uri n g 

t h e n u cl e u s, r e s ulti n g i n a g e n er al di st orti o n of n u cl e ar i m p ort. Alt er n ati v el y or c o n c urr e nt, 

t h er e c o ul d b e a n ot h er p at h w a y or i nt er a cti o n u si n g t h e J mj C d o m ai n a s i nt er a cti o n f or 

i m p ort. T h e n u cl e ar l o c ali z ati o n s e q u en c e s ( N L S) ar e o L a stl y, t h er e i s al w a y s t h e o pti o n f or 

p a s si v e n u cl e ar mi gr ati o n vi a p or e c o m pl e x e s ( N U P) b ut K D M 6 A i s b y f ar t o o l ar g e [ 7 2] t o 

e nt er vi a N U P.  
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T h e o b s er v e d s e v er e p h e n ot y p e c a n b e e x pl ai n e d f r o m diff er e nt p er s p e cti v e s a n d i s 

li k el y c o n n e cte d wit h m ulti pl e u n d erl yi n g p at h w a y s  

Tr u n c ati o n s, b ut n ot s u b stit uti o n v ari a nt s, ar e c h ar a ct eri z e d b y eli citi n g i) c yt o pl a s mi c D N A 

r el e a s e, ii) e n h a n c e d l e v el s of R A D 5 1 a n d p h o s p h o-γ H 2 A X a s i n di c at or s of D N A d a m a g e, 

a n d iii) d ef e ct s of mit o si s c a u s e d b y mi s s e gr e g at e d c hr o m o s o m e s at a n a p h a s e a n d 

p er si sti n g c hr o m ati n bri d g e s at t el o p h a s e a n d c yt o ki n e si s. All o b s er v e d eff e ct s o c c urr e d o n a 

s h ort ti m e s c al e wit hi n 3 6 -4 8 h. W hil e tr a n si e nt a n d st a bl e o v er e x pr e s si o n of t h e K D M 6 A W T 

r e d u c e s l o n g-t er m c ell gr o wt h an d c ol o n y f or m ati o n [ 4 8], w e n e v er o b s er v e d eff e ct s of t hi s 

ki n d, n eit h er s h ort -t er m n or l o n g-t er m. D o n ot e t h at t h e e x pr e s si o n l e v el s a c hi e v e d wit h 

tr a n si e nt tr a n sf e cti o n s w er e c o n si d er a bl y hi g h er t h a n t h e l o w l e v el s w e e n c o u nt er e d i n st a bl y 

tr a n s d u c e d c ell li n e s. I n g e n er al, a n e u pl oi d y, r e pli c ati o n str e s s a n d mit o si s err or s ar e 

c o m m o n i n c a n c er s [ 7 3]. A c c or di n gl y, all c a n c er c ell li n e s u s e d i n t hi s st u d y e x hi bit t h e s e 

f e at ur e s o n a b a si c l e v el b ut t h e y ar e pr of o u n dl y e n h a n c e d aft er i n d u cti o n of K D M 6 A 

tr u n cati o n v ari a nt s. A m o n g t h e s e v er e p h e n ot y p e s, c yt o pl a s mi c D N A r el e a s e w a s m o st 

c o m m o nl y o b s er v e d. All K D M 6 A tr u n c ati o n v ari a nt s w er e a s s o ci at e d ( dir e ctl y or i n dir e ctl y) 

wit h t h e D N A r el e a s e d fr o m t h e n u cl e u s a s i n di c at e d b y l o c ali z ati o n a n al y si s a n d t h e c el l ul ar 

b a c k m a p pi n g a p pr o a c h. N u cl e ar D N A r el e a s e i s t h e pr e s e n c e of c yt o pl a s mi c D N A c a u s e d 

b y a y et u n k n o w n m e c h a ni s m. W e s p e c ul at e t h at a p p e ar a n c e of c yt o pl a s mi c D N A c o ul d b e 

c a u s e d b y i) p ul v eri z e d mi cr o n u cl ei or ii) c hr o m o s o m e fr a g m e nt s wit h o ut e n v el o p e  or iii) 

a cti v e n u cl e ar r el e a s e d u e t o i m p air e d n u cl e ar i nt e grit y or D N A d a m a g e [ 7 4]. O ur 

o b s er v ati o n s al s o p oi nt t o w ar d s mit oti c d ef e ct s f oll o w e d b y a p o pt o si s. H o w e v er, w e c a n n ot 

r ul e o ut a d diti o n al m e c h a ni s m s, a s w e d o n ot h a v e c o n cl u si v e d at a o n c G A S/ S T I N G 

a cti v ati o n t h at i s e x p e ct e d i n r e s p o n s e t o c yt o pl a s mi c D N A a c c u m ul ati o n [ 7 5]. M or e o v er, 

i ntr o d u cti o n of K D M 6 A v ari a nt s, e s p e ci all y tr u n c at e d v ari a nt s, eli cit e d el e v at e d p h o s p h o-

γ H 2 A. X l e v el s. P h o s p h o -γ H 2 A. X i s a cti v at e d d uri n g t h e D N A d a m a g e str e s s r e s p o n s e [ 2 8]. 

E nri c h m e nt of pr ot ei n s i n v ol v e d i n D N A r e p air a n d str e s s r e s p o n s e ( D D R) a p p e ar e d i n o ur 

M S -d at a a n al y si s fr o m t hr e e diff er e nt ur ot h eli al c a n c er c ell li n e s wit h st a bl y or tr a n si e ntl y 

tr a n sf e ct e d K D M 6 A W T. N ot a bl y, K D M 6 A a cti vit y i n diff er e nti ati n g e m br y o n al st e m c ell s h a s 

b e e n li n k e d t o D N A d a m a g e r e s p o n s e p at h w a y s b y c ol o c ali z ati o n wit h γ H 2 A. X p o siti v e f o ci 

[ 2 8]. I n a d diti o n, a s a n o x y g e n-d e p e n d e nt e n z y m e, K D M 6 A s er v e s a s a s e n s or t o c o ntr ol 

c hr o m ati n a n d c ell f at e [ 7 6]. T h u s, o v er e x pr e s s e d ( wit h a hi g h d o s e-eff e ct) a n d i m p air e d 

K D M 6 A v ari a nt s a s w ell a s o x y g e n -r el at e d str e s s h a v e t h e t e n d e n c y t o i n cr e a s e D N A 

d a m a g e. T hi s p h e n o m e n o n w a s al s o o b s er v e d i n di a b eti c ki d n e y di s e a s e [ 3 0]. A n 

a d diti o n al l y pr o mi n e nt f e at ur e of tr u n c at e d K D M 6 A v ari a nt s w a s a hi g h d e gr e e of c o-

l o c ali z ati o n wit h N P M 1 at e xtr a n u cl e ar D N A. T h e c o m bi n e d pr ot ei n s a p p e ar e d a s a mi x e d 

p o p ul ati o n i n t h e n u cl e o pl a s m. A s N P M 1 i s i n v ol v e d i n r R N A pr o c e s si n g, ri b o s o m e 

m at ur ati o n a n d s h uttli n g of ri b o s o m al s u b u nit s b et w e e n n u cl e oli, n u cl e o pl a s m a n d c yt o pl a s m 
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[ 7 7], K D M 6 A mi g ht b e i n v ol v e d i n t h e s e pr o c e s s e s a s w ell. H o w e v er, t h e c o-o c c urr e n c e of 

N P M 1 a n d K D M 6 A tr u n c ati o n v ari a nt s m a y r at h er r e s ult fr o m t h e r ol e of N P M 1 a s a 

c h a p er o n e [ 7 8]. At t hi s st a g e, w e c a n n ot c o m pl et el y r ul e o ut a cti v ati o n of t h e u nf ol d e d 

pr ot ei n r e s p o n s e p at h w a y ( U P R) or E R pr ot e o st a si s [ 7 9] b y tr u n c at e d K D M 6 A, b ut c o n si d er 

it r at h er u nli k el y f or t h e f oll o wi n g r e a s o n s: i) W e o b s er v e d c orr e ct n u cl e ar l o c ali z ati o n of all 

tr u n c at e d v ari a nt s, ii) P eri n u cl e ar a g gr e g ati o n w a s o b s er v a bl e i n all K D M 6 A W T, s u b stit uti o n, 

tr u n c ati o n a n d c o ntr ol ( e G F P) v ari a nt s a n d iii) i n tr u n c at e d v ari a nt s wit h a s e v er e p h e n ot y p e, 

K D M 6 A pr ot ei n w a s al w a y s a s s o ci at e d wit h D N A a n d n e v er fr e el y di s tri b ut e d t hr o u g h o ut t h e 

c yt o pl a s m. It r e m ai n s p o s si bl e t h at U P R str e s s s e n s or s c o ntri b ut e t o a cti v ati o n of t h e n u cl e ar 

D N A d a m a g e r e s p o n s e [ 7 9], w hi c h i s c o nfir m e d b y e n h a n c e d p h o s p h o-γ H 2 A. X l e v el s. A s 

K D M 6 A it s elf mi g ht a ct a s a criti c al str e s s s e n s or, it  i s diffi c ult t o a s c ert ai n at t hi s st a g e w hi c h 

si g n ali n g c a s c a d e mi g ht e x pl ai n o ur o b s er v ati o n s b e st.  

O ur o b s er v ati o n s hi nt at p o s si bl e n e w f u n cti o n s or i n v ol v e m e nt of K D M 6 A i n t h e c ell 

c y cl e.  

S p e cifi c all y, t h e f oll o wi n g q u e sti o n s ar e r ai s e d: i) W h at i s t h e r ol e of K D M 6 A d uri n g mit o si s 

a n d t o w hi c h e xt e nt i s a n y s u c h f u n cti o n d e p e n d e nt o n it s c at al yti c a cti vit y a n d it s i nt er pl a y 

wit h R B B P 5 a n d f urt h er c o m p o n e nt s of t h e K M T 2 C/ D -C O M P A S S c o m pl e x ? N ot a bl y, m a n y 

l y si n e d e m et h yl a s e s ( K D M) h a v e c ell-c y cl e s p e cif i c r ol e s [ 8 0, 8 1]. K D M 4 C, K D M 1 A a n d 

K D M 7 B h a v e alr e a d y b e e n li n k e d t o mit o si s b y r e g ul ati o n of c hr o m o s o m e s e gr e g ati o n, 

tr a n s cri pti o n al a cti v ati o n of mit oti c c h e c k p oi nt c o m pl e x c o m p o n e nt s ( s e e r ef s i n [ 8 0]). 

M or e o v er, W D R 5 a n d K M T pr ot ei n s, li k el y K D M 6 A i nt er a cti o n p art n er s, h a v e al s o b e e n 

s h o w n t o b e i n v ol v e d i n mit o si s [ 8 2, 8 3]: W D R 5 i s p art of t h e mi d b o d y i n t h e s pi n dl e 

a p p ar at u s [ 8 1]. I ntri g ui n gl y, w e alr e a d y f o u n d e n d o g e n o u s K D M 6 A l o c at e d al o n g t h e 

mi d b o d y i n H B L A K c ell s. Ii) U n d er w hi c h c o n diti o n s a n d i n w hi c h m a n n er d o N P M 1 a n d 

K D M 6 A dir e ctl y or i n dir e ctl y i nt er a ct ? T h e m ultif a c et e d f u n cti o n s of N P M 1 i n c hr o m ati n 

r e m o d eli n g, D N A r e p air, c ell c y cl e c o ntr ol, a p o pt o si s, mit oti c s pi n dl e, c e ntr o m er e a n d 

c yt o s k el et o n bi n di n g [ 7 8, 8 4] a n d it s pr o mi n e nt e nri c h m e nt i n M S a n al y si s s u g g e st s a n 

i m p ort a nt li n k b et w e e n b ot h pr ot ei n s, t h at h a v e n ot b e e n d e s cri b e d b ef or e. 

4. C o n cl u si o n & O utl o o k  

D uri n g o ur w or k, w e al s o e x p eri e n c e d s o m e p oi nt s, t h at s h o ul d b e criti c all y c o n si d er e d i n 

f ut ur e pr oj e ct r e s e ar c h:    

i) E x pr e s si o n a n d st a bilit y of tr u n c at e d K D M 6 A v ari a nt s: T h e c o n si d er a bl y l o w 

e x pr e s si o n l e v el s c o m pli c at e d i n vitr o a s s a y s ( E LI S A b a s e d a cti vit y a s s a y, C o -I P 

a n d W e st er n Bl ot) a l ot of a n d m a d e t h e h ar v e st of l ar g er pr ot ei n a m o u nt s v er y 

c h all e n gi n g. F urt h er m or e, t h e  i s s u e s wit h st a bilit y a n d s ol u bilit y ar e s ur el y 

i nt er c o n n e ct e d wit h t hi s pr o bl e m t o s o m e d e gr e e.  
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ii) e G F P f u si o n pr ot ei n s a n d s m all t a g s f or p urifi c ati o n: Alt h o u g h t h e e G F P -t a g 

w or k s pri sti n e i n affi nit y a n d i m a gi n g e x p eri m e nt s, w e h a v e diffi c ulti e s i n  el ut i n g 

t h e pr ot ei n i n it s a cti v e, f ol d e d st at e aft er bi n di n g t o G F P b e a d s (i n o ur c a s e G F P 

d y n a b e a d s fr o m c hr o m ot e k), a g ai n li miti n g t h e s c o p e of i n vitr o m et h o d s. Wit h o ur 

n e wl y i ntr o d u c e d S P O T -t a g ®-c o u pl e d a n d s ol u bilit y -e n h a n c e d c o n str u ct s w e 

alr e a d y a c hi e v e d v er y g o o d r e s ult s a n d w e ar e g oi n g t o f urt h er c o nti n u e 

o pti mi zi n g it.   

iii) T P R: i nt er a cti o n vi a t h e N -t er mi n all y l o c at e d T P R i s a ct u all yt h e m o st i nt er e sti n g 

a n d pr o mi si n g t ar g et i n o ur s y st e m, e s p e ci all y wit h all t h e n e w p at h w a y s a n d 

p ut ati v e pr ot ei n s of i nt er e st. W e w o ul d al s o li k e t o f o c u s m or e o n bi o p h y si c al 

m et h o d s a n d c o m pl e m e nti n g m o d eli n g aft er a c hi e vi n g m or e str u ct ur al k n o wl e d g e, 

e s p e ci all y of t h e T P R. c o n str u ct s, w hi c h ar e d e si g n e d a n d o pti mi z e d a c c or di n g t o 

t h e criti ci al i s s u e s a d dr e s s e d a b o v e ( st a bilit y, p urifi c ati o n a n d l a b eli n g t a g …) will 

c ert ai nl y h el p i n e st a bli s hi n g t h e s e m et h o d s a n d i nt e gr ati n g t h e m i n o ur 

i nt er di s ci pli n ar y pr oj e ct. 

5. M et h o d s  

(T e xt t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. ( s e e P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 ) 

C ell li n e s a n d c ell  c ult ur e  

P ar e nt al T -2 4 [ 3 7-4 0] , S W-1 7 1 0 [ 4 1], V M-C U B 1 [ 4 0, 8 5] a n d R T -1 1 2 [ 8 6, 8 7] ur ot h eli al 

c ar ci n o m a c ell li n e s w er e o bt ai n e d fr o m t h e D S M Z ( Br a u n s c h w ei g, G er m a n y). C ell s w er e 

c ult ur e d a n d tr e at e d i n D M E M Gl ut a M A X -I ( Gi b c o, D ar m st a dt, G er m a n y) wit h 1 0 % f et al 

b o vi n e s er u m ( F B S; Gi b c o ™, T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c) a n d 1 0 0 U/ ml p e ni cilli n/ 1 0 0 µ g/ ml 

str e pt o m y ci n ( Si g m a -Al dri c h, D ar m st a dt, G er m a n y), e x c e pt f or H B L A K c ell s, w hi c h w er e 

s ol el y c ult ur e d i n C n T -Pri m e E pit h eli al C ult ur e M e di u m ( C E L L n T E C, B er n, S wit z e rl a n d) 

wit h o ut a n y a d diti v e s. C ell s w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C i n a h u mi difi e d at m o s p h er e wit h 5 % 

C O 2. S T R ( s h ort t a n d e m r e p e at) pr ofili n g vi a D N A fi n g er pri nt a n al y si s w a s p erf or m e d f or all 

c ell li n e s i n t hi s st u d y a n d i s a v ail a bl e u p o n r e q u e st.  

G e n er ati o n o f e G F P-K D M 6 A s u b stit uti o n a n d d el eti o n v ari a nt s  

All c o n str u ct s ar e li st e d i n C h a pt er 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 1. e G F P -K D M 6 A wil dt y p e ( W T) 

w a s s y nt h e si z e d b y Bi o C at ( H ei d el b er g, G er m a n y) b y cl o ni n g a c o d o n -o pti mi z e d e G F P -

K D M 6 A ( b ot h s e q u e n c e s f ull -l e n gt h, K D M 6 A m ai n i s of or m 1 ( U ni pr ot I D O 1 5 5 5 0) wit h o ut 

a d diti o n al li n k er b et w e e n e G F P a n d K D M 6 A) i nt o t h e p c D N A 3. 1( +) v e ct or, u si n g N h eI a n d 

N otI a s fl a n ki n g r e stri cti o n sit e s. G e n er ati o n of e G F P -K D M 6 A s u b stit uti o n v ari a nt s w a s d o n e 

b y u si n g sit e -dir e ct e d m ut a g e n e si s  ( S D M) (C h a pt er 4 -Fi g ur e s u p pl e m e nt 5 ) u si n g 1 0 n g 

e G F P -K D M 6 A W T pl a s mi d a n d m ut a g e n e si s pri m er s ( C h a pt er 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 2 ). 
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1. 2 5 U Pri m e S T A R G X L D N A P ol y m er a s e ( T a k ar a Bi o, K u s at s u, S hi g a, J a p a n) w a s u s e d i n 

P C R r e a cti o n s. S u c c e s sf ul P C R a m plifi c ati o n a n d pr o d u ct l e n gt h w a s c h e c k e d b y g el 

el e ctr o p h or e si s. Aft er D p nI ( N E B, I p s wi c h, M A, U S A) di g e sti o n ( 2 0  U f or 1 h at 3 7 ° C), S D M 

a m pli c o n s w er e tr a n sf or m e d i nt o E s c h eri c hi a C oli  X L 1 0 -G ol d ® ( Str at a g e n e, S a nt a Cl ar a, 

C A, U S A) a n d s pr e a d o n L B a m p pl at e s. C ol o ni e s w er e pi c k e d, gr o w n a n d D N A w a s i s ol at e d 

u si n g a QI A pr e p S pi n Mi ni pr e p Kit ( QI A G E N, Hil d e n, G er m a n y). Aft er s e q u e n ci n g, D N A fr o m 

p o siti v e K D M 6 A s u b stit uti o n cl o n e s w a s r e -tr a n sf or m e d i nt o E. C oli  X L 1 0 -G ol d ® 

( Str at a g e n e) a n d p urifi e d at a l ar g e s c al e u si n g N u cl e o B o n d Xtr a M a xi Pl u s E F kit 

( M a c h er e y-N a g el, D u er e n, G er m a n y). S u b stit uti o n s w er e t h e n r e -c o nfir m e d b y s e q u e n ci n g. 

G e n er ati o n of e G F P -K D M 6 A d el eti o n v ari a nt s w a s d o n e b y “ m o d ul ari z e d” cl o ni n g of t hr e e 

i n s ert s: T P R, r e s. 1-3 9 0, I D R, r e s. 3 9 1 -8 8 5  a n d J mj C, r e s. 8 8 6 -1 4 0 1 fr o m t h e ori gi n al 

wil dt y p e e G F P -K D M 6 A p c D N A 3. 1( +) i nt o t h e p E G F P -C 1 v e ct or f or t h e d e sir e d c o m bi n ati o n s. 

E a c h r e stri cti o n e n z y m e ( R E) sit e pr o d u c e s a t w o a mi n o a ci d s l o n g li n k er. C o n str u ct s wit h 

o n e i n s ert ( e G F P -T P R, e G F P -I D R) h a v e B s p EI a n d Hi n dIII a s fl a n ki n g R E sit e s. C o n str u ct s 

wit h t w o i n s ert s ( e G F P -K D M 6 A Δ T P R, Δ I D R, Δ J mj C) h a v e B s p EI a n d E c o RI a s fl a n ki n g R E 

sit e s a n d Hi n dIII a s mi d dl e R E sit e. T h e c o ntr ol c o n str u ct e G F P -K D M 6 A cl o ni n g  h a s B s p EI a n d 

K p nI a s fl a n ki n g R E sit e s a n d  Hi n dIII a n d E c o RI a s mi d R E sit e s. A m plifi c ati o n pri m er s 

(C h a pt er 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 2 ) w er e d e si g n e d a c c or di n g t o t h e d e sir e d c o m bi n ati o n wit h 

a p pr o pri at e o v er h a n g s a n d s y nt h e si z e d b y E ur ofi n s G e n o mi c s ( E b er s b er g, G er m a n y). 

Pri m e S T A R G X L D N A P ol y m er a s e ( T a k ar a Bi o) w a s u s e d f or a m plifi c ati o n a c c or di n g t o t h e 

m a n uf a ct ur er’ s i n str u cti o n s. T 4 D N A li g a s e ( N E B) w a s u s e d f or i n s ert li g ati o n ( 1 0 mi n at R T, 

3. 1 i n s ert: v e ct or r ati o). All r e stri cti o n e n z y m e s w er e p ur c h a s e d fr o m N E B. N u cl e o S pi n G el 

a n d P C R Cl e a n -U p  ( M a c h er e y-N a g el) w a s u s e d t o e xtr a ct a n d cl e a n u p D N A. Cl o ni n g 

pr o d u ct s w er e tr a n sf or m e d i nt o E s c h eri c hi a C oli  X L 1 0 -G ol d ® ( Str at a g e n e). A n a p pr o pri at e 

n u m b er of c ol o ni e s w er e pi c k e d, gr o w n a n d t h e D N A w a s i s ol at e d u si n g a QI A pr e p S pi n 

Mi ni pr e p Kit ( QI A G E N ). Aft er s e q u e n ci n g, p o siti v el y cl o n e d D N A w a s r e-tr a n sf or m e d i nt o E. 

C oli  X L 1 0 -G ol d ® ( Str at a g e n e) a n d p urifi e d i n a l ar g e s c al e u si n g a N u cl e o B o n d Xtr a M a xi 

Pl u s E F kit ( M a c h er e y -N a g el).  

Tr a n si e nt tr a n sf e cti o n  

F or tr a n si e nt tr a n sf e cti o n, c ell s w er e s e e d e d i nt o 6 -w ell pl at e s wit h (i m a gi n g) or wit h o ut 

( a cti vit y, w e st er n bl ot) gl a s s c o v er sli p s. 2 4 h l at er, c ell s w er e tr a n sf e ct e d at ~ 7 0 % 

c o nfl u e n c e u si n g X -tr e m e G E N E ™ 9 or H P ( R o c h e, B a s el, S wit z erl a n d; a p pli c ati o n 

d e p e n d e nt u s e) i n a 2: 1 r ati o ( v/ w) of tr a n sf e cti o n r e a g e nt t o D N A. T ot al D N A tr a n sf e ct e d p er 

w ell ( 9. 6 c m 2 ) di d n ot e x c e e d 2 µ g. Tr a n sf e cti o n w a s c arri e d o ut 2 4 - 4 8 h f or a cti vit y a s s a y 

a n d W e st er n Bl ot a p pli c ati o n s a n d 3 6 h f or l o c ali z ati o n a n al y si s.  
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C ell d e at h a n al y si s b y fl o w c yt o m etr y  

1 5 0, 0 0 0 c ell s ( S W -1 7 1 0) a n d 2 0 0, 0 0 0 c ell s ( T -2 4) p er w ell of a si x w ell pl at e w er e s e e d e d 

a n d r e v er s el y tr a n sf e ct e d wit h Xtr e m e G E N E T M  H P ( R o c h e). Aft er 1 6 h c ell s w er e s plit i nt o 

t w o w ell s. 4 8 h p o st tr a n sf e cti o n, s u p er n at a nt a n d c ell s w er e c oll e ct e d, c e ntrif u g e d at 1 0 0 0 

r p m f or 5 mi n, w a s h e d wit h i c e-c ol d 1 x A n n e xi n bi n di n g b uff er ( S er v a, H ei d el b er g, G er m a n y) 

a n d c e ntrif u g e d a g ai n. T h e p ell et w a s r e s u s p e n d e d i n 7 5 µl 1 x A n n e xi n bi n di n g b uff er 

c o nt ai ni n g 4. 5 µl A n n e xi n V -A P C ( S er v a) a n d 7. 5 µl PI ( 1 m g/ ml, S er v a) a n d i n c u b at e d f or 1 5 

mi n i n t h e d ar k at R T. T h e s u s p e n si o n w a s dill ut e d wit h 5 0 0 µl 1 x A n n e xi n bi n di n g b uff er, 

c e ntrif u g e d,  w a s h e d a n d fi x e d wit h 0. 5 % f or m al d e h y d e ( m et h a n ol -fr e e) f or 2 0 mi n o n i c e. 

T h e r e a cti o n w a s st o p p e d wit h 5 0 0 µl 1 x A n n e xi n bi n di n g b uff er. F A C S m e a s ur e m e nt s a n d 

a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g t h e M A C S Q u a nt A n al y z er X a n d M A C S Q u a ntif y S oft w ar e 

( Milt e n yi Bi ot e c, B er gi s c h-Gl a d b a c h, G er m a n y). I n t ot al, 5 0, 0 0 0 c ell s/ e x p eri m e nt w er e 

a n al y z e d i n t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s.  

C o -I P a n d We st er n bl ot a n al y si s  

A n a p pr o pri at e a m o u nt of c ell s w er e l y s e d b y s u s p e n si o n i n S D S -fr e e RI P A li k e b uff er ( R L B) 

c o n si sti n g of 5 0 m M Tri s -H Cl ( p H 7. 5), 0. 3 % C H A P S, 1 5 0 m M s o di u m c hl ori d e, 1 m M 

s o di u m v a n a d at e ( N a 2 V O 4 ), 1 0 m M s o di u m fl u ori d e ( N a F), 1 m M et hyl e n e 

di a mi n et etr a a c et at e ( E D T A), 1 m M et h yl e n e gl y c ol -bi s( β -a mi n o et h yl et h er) -N, N, N’, N’, -

t etr a a c et at e ( E G T A), 2. 5 m M t etr a s o di u m p yr o p h o s p h at e N a 4 O 7 P 2 . O n e µ m Dit hi ot hr eit ol a n d 

1 x H A L T ™ pr ot e a s e i n hi bit or c o c kt ail ( Si g m a -Al dri c h) w er e fr e s hl y a d d e d. L y si s w a s f oll o w e d 

b y i m m e di at e fr e e zi n g i n li q ui d nitr o g e n, t h a wi n g o n i c e f or 3 0 mi n a n d r e p e at e d mi xi n g b y 

pi p etti n g f or 3 0 s e a c h. Aft er c e ntrif u gi n g t h e p ell et, t h e l y s at e w a s eit h er dir e ctl y s e p ar at e d 

b y S D S -P A G E o n a 4 -2 0 % gr a di e nt g el or u s e d i n t h e f o ll o wi n g C o-I P st e p s. F or C o-I P, t h e 

G F P c o nt ai ni n g l y s at e w a s i n c u b at e d wit h G F P -tr a p d y n a b e a d s ( C hr o m ot e k, Pl a n e g g-

M arti n sri e d, G er m a n y) f or 1 h at 4  C wit h c o n st a ntl y mil d a git ati o n t o p ull -d o w n e G F P -

K D M 6 A v ari a nt s a n d c o m pl e x e d pr ot ei n s. D y n a b e a d s w er e m a g n eti c all y s e p ar at e d a n d 

w a s h e d t hr e e ti m e s wit h C o -I P b uff er, r e s u s p e n d e d i n S D S-P A G E l o a di n g b uff er, b oil e d a n d 

s e p ar at e d o n a 4 -2 0 % gr a di e nt g el. Aft er r u n ni n g, t h e g el w a s tr a n sf err e d o nt o a n a cti v at e d 

P V D F -m e m br a n e. T h e m e m br a n e w a s bl o c k e d i n T B S/ 0 . 1 % T w e e n ( T B S-T) a n d 5 % B S A 

f or 1 h at R T a n d s u b s e q u e ntl y i n c u b at e d wit h t h e r e s p e cti v e pri m ar y a nti b o d y (C h a pt er 4 -

T a bl e s u p pl e m e nt 1 3 ) i n T B S-T, 1 % B S A o v er ni g ht at 4 ° C. T h e m e m br a n e w a s w a s h e d 

t hr e e ti m e s i n T B S-T at R T. T h e s e c o n d ar y a nti b o d y ( C h a pt er 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 3 ) w a s 

a p pli e d f or 1 h at R T i n T B S -T, 1 % B S A. T h e m e m br a n e w a s w a s h e d a g ai n t hr e e ti m e s a n d 

Cl arit y ™ E C L ( Bi o -R a d, H er c ul e s, C A, U S A) w a s u s e d t o d e v el o p t h e si g n al.  
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E LI S A -b a s e d d e m et h yl a s e a cti vit y a s s a y  

Pr e p ar ati o n a n d l y si s of t h e c ell s w a s d o n e t h e s a m e w a y a s d e s cri b e d f or C o -I P. H o w e v er, 

b ef or e t h e G F P -tr a p d y n a b e a d s w er e a d d e d, t h e fl u or e s c e nt e mi s si o n si g n al of t h e l y s at e 

w a s m e a s ur e d ( 4 7 0 n m e x., 4 8 5 -6 5 0 n m e m.) i n a mi cr olit er c u v ett e. T h e d y n a b e a d s w er e 

t h e n mi x e d i n t h e l y s at e f or 1 h at 4 ° C u n d er c o n st a nt, mil d a git ati o n. B e a d s w er e t h e n 

m a g n eti c all y s e p ar at e d, t h e fl u or e s c e nt e mi s si o n of t h e r e m ai ni n g l y s at e w a s m e a s ur e d 

a g ai n wit h t h e s a m e s p e cifi c ati o n s a s a b o v e. T h e d elt a i n t h e e mi s si o n s p e ctr a b ef or e a n d 

aft er b e a d i n c u b ati o n i n t h e r a n g e of 5 0 0 -5 3 0 n m w a s u s e d t o c al c ul at e t h e a m o u nt of e G F P -

K D M 6 A p ull e d o ut of t h e l y s at e i n e a c h r u n. T o eli mi n at e r e si d u al R L B b uff er ( cr u ci al st e p! ), 

b e a d s w er e w a s h e d t w o ti m e s wit h t h e a cti vit y a s s a y ( A A) b uff er ( 5 0 m M T RI S -H Cl ( p H 

7. 4 5), 0. 0 2 % Trit o n X -1 0 0, 1 0 0 µ M α -k et o gl ut ar at e, 5 0 μ M F e( N H 4 )2 ( S O 4)2 * 6 H 2 O, 1 0 0 µ M 

a s c or bi c a ci d, 1 m M T C E P, c of a ct or s a n d T C E P b ei n g a d d e d fr e s hl y t o a v oi d o xi d ati o n. 

H 3 K 2 7 m e 3 ( Pr ot e o G e ni x, S c hilti g h ei m, Fr a n c e) a n d H 3 K 2 7 m e 2 ( Bi o C at) p e pti d e s ( C h a pt er 

4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 4 ) w er e di s s ol v e d i n A A b uff er a n d mi x e d wit h t h e l o a d e d b e a d s. T h e 

b e a d s w er e i n c u b at e d wit h t h e p e pti d e s f or 4 h at 3 0 ° C w hil e m ai nt ai ni n g c o n st a nt 

s u s p e n si o n. Aft er w ar d s, t h e b e a d s w er e m a g n eti c all y s e p ar at e d a n d t h e s u p er n at a nt 

c o nt ai ni n g t h e bi oti n -l a b el e d p e pti d e w a s l o a d e d o nt o a str e pt a vi di n-c o at e d 9 6 -w ell pl at e 

(tri pli c at e p er v ari a nt/ c o ntr ol, 5 0 µl p er w ell). Aft er 1 h of bi oti n bi n di n g at R T a n d r e m o v al of 

t h e s ol uti o n, t h e w ell s w er e l o a d e d wit h 5 0 µl of t h e a-H 3 K 2 7 m e 2 a n ti b o d y i n 0. 1 % T B S-T 

a n d i n c u b at e d f or 1 h at R T w hil e s h a ki n g g e ntl y. T h e w ell s w er e t h e n w a s h e d t hr e e ti m e s 

wit h 1 5 0 µl T B S -T. S u b s e q u e ntl y, 5 0 µl of a 1: 1 0 0 0 al k ali n e p h o s p h at a s e ( A L P) -c o nj u g at e d 

s e c o n d ar y a nti b o d y ( C h a pt er 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 3 ) w a s a dd e d a n d i n c u b at e d f or 3 0 mi n 

at R T. T h e w ell s w er e w a s h e d f o ur ti m e s f or 5 mi n. F or d et e cti o n, 1 0 0 µl of p -nitr o p h e n yl 

p h o s p h at e ( p N P P, Si g m a -Al dri c h) w a s a d d e d i nt o e a c h w ell a n d i n c u b at e d f or 1 0 mi n at R T 

i n t h e d ar k, mi xi n g t h or o u g hl y. T h e r e a cti o n w a s t h e n q u e n c h e d b y 1 0 0 µl 1 M N a O H. T h e 

si g n al w a s m e a s ur e d i n a pl at e r e a d er at 4 0 5 n m a b s or pti o n, q u a ntifi e d, n or m ali z e d a n d 

fitt e d. T o fit t h e E LI S A r e a d o ut, w e u s e d a 4-P L -r e gr e s si o n n or m ali z e d t o t h e st a n d ar d c ur v e. 

T h e W T fit o v erl ai d wit h t h e st a n d ar d  c ur v e w a s u s e d t o dir e ctl y c al c ul at e t h e r el ati o n 

b et w e e n t h e a m o u nt of fl u or e s c e n c e si g n al a n d d e m et h yl at e d pr o d u ct. W T 4 P L -r e gr e s si o n fit 

w a s a p pli e d t o c al c ul at e c 5 0  a s a r ef er e n c e p oi nt t o c o m p ar e t h e W T v al u e wit h t h e v ari a nt s. 

A d diti o n all y, e G F P r ef er e n c e m e a s ur e m e nt s w er e u s e d t o c al c ul at e t h e a b s ol ut e a m o u nt of 

pr ot ei n i n p ut a n d c al c ul at e a s p e cifi c a cti vit y. I niti al v ali d ati o n f or t h e a s s a y w a s d o n e wit h 

r e c o m bi n a nt f ull-l e n gt h K D M 6 A ( A cti v e M otif, C arl s b a d, C A, U S A).  
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I m m u n o c yt o c h e mi str y  

D e p e n di n g o n t h e a nti b o d y r e q uir e m e nt s t w o pr ot o c ol s w er e u s e d. F or I C C wit h pri m ar y 

a nti b o d y i n c u b ati o n o v er ni g ht, c ell s w er e s e e d e d o n c o v er sli p s, tr a n si e ntl y tr a n sf e ct e d a n d 

fi x e d at > 8 0 % c o nfl u e n c e wit h 1 % ( v/ v) p ar a-f or m al d e h y d e, 0. 0 2 % ( v/ v) Trit o n X-1 0 0 f or 2 0 

mi n at R T. Bl o c ki n g a n d p er m e a bili z ati o n w a s d o n e wit h 1 % ( w/ v) B S A, 0. 1 % ( w/ v) s a p o ni n 

i n P B S f or 3 0 mi n at R T. Aft er o v er ni g ht ni g ht i n c u b ati o n at 4 ° C, c o v er sli p s w er e w a s h e d 

wit h P B S a n d i n c u b at e d wit h t h e s e c o n d ar y a nti b o d y f or 1 h at R T. Sli d e s w er e w a s h e d wit h 

P B S, st ai n e d wit h D A PI, w a s h e d a g ai n fr e q u e ntl y wit h P B S a n d m o u nt e d. F or I C C wit h 

pri m ar y a nti b o d y i n c u b ati o n f or 1 h R T, c ell s w er e pr e p ar e d a s b ef or e, b ut fi x e d wit h 4 % F A 

( v/ v) f or 1 0 mi n at R T. P er m e a bili z ati o n w a s d o n e wit h 0. 5 % ( v/ v) Trit o n X-1 0 0 f or 3 mi n at 

R T a n d bl o c ki n g wit h 1 % ( w/ v) B S A i n P B S f or 3 0 mi n at R T. T h e pri m ar y a nti b o d y w a s 

i n c u b at e d wit h s h a ki n g f or 1 h at R T, c o v er sli p s w er e w a s h e d wit h P B S a n d i n c u b at e d wit h 

s h a ki n g wit h t h e s e c o n d ar y a nti b o d y f or 1 h at R T. Sl i d e s w er e w a s h e d wit h P B S, st ai n e d 

wit h D A PI, w a s h e d a g ai n s e v er al ti m e s wit h P B S a n d m o u nt e d. Pri m ar y a n d s e c o n d ar y 

a nti b o di e s ar e li st e d i n C h a pt er 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 3.  

Mi cr o s c o p y a n d i m a g e pr o c e s si n g  

C o nf o c al i m a gi n g wit h li v e or fi x e d c ell s w a s p erf or m e d o n a c o nf o c al l a s er s c a n ni n g 

mi cr o s c o p e F V 1 0 0 0 I X 8 1 i n v ert e d mi cr o s c o p e ( Ol y m p u s, S hi nj u k u, J a p a n) u si n g a 6 0 x w at er 

i m m er si o n U P L S A P O N A 1. 2 o bj e cti v e. D A PI, e G F P a n d St ar R e d w er e e x cit e d at 4 0 5 n m, 

4 8 8 n m a n d 6 3 5 n m, r e s p e cti v el y, wit h t h e i nt er n al F V 1 0 -M A R A D -2 m ai n l a s er u nit. St ar 

Or a n g e w a s e x cit e d at 5 5 9 n m wit h a n e xt er n al O pti λ  5 5 9 di o d e l a s er ( N T T El e ctr o ni c s, 

Y o k o h a m a, J a p a n). I nt er n al P M T d et e ct or s ( Ol y m p u s) w er e u s e d f or d et e cti o n. C o nf o c al 

l a s er s c a n ni n g mi cr o s c o p e ( L S M) pr o c e s si n g r o uti n e w a s c arri e d o ut wit h t h e fr e el y 

a c c e s si bl e Fiji a n d H u y g e n s Pr o 2 0. 1 0 ( S VI, Hil v er s u m, N et h erl a n d s) f or d e c o n v ol uti o n. F or 

d e c o n v ol uti o n of i m a g e s f ulfilli n g t h e N y q ui st crit eri o n, w e u s e d a n a ut o m ati c a ll y c o m p ut e d 

t h e or eti c al p oi nt s pr e a d f u n cti o n b a s e d o n o ur k n o w n mi cr o s c o pi c  p ar a m et er s a n d a m o d el 

of t h e Ol y m p u s I X 8 1 pr o vi d e d b y S VI a n d p erf or m e d 3 0 it e r ati v e st e p s of cl a s si c m a xi m u m 

li k eli h o o d e sti m ati o n ( C M L E) o n o ur i m a g e s. Str u ct ur e d ill u mi n ati o n mi cr o s c o p y ( SI M) w a s 

p erf or m e d o n a n E L Y R A P S. 1 ( Z ei s s) u si n g a Pl a n -A p o c hr o m at 6 3 x/ 1. 4 Oil DI C M 2 7 

o bj e cti v e. F or i m a gi n g of t h e fl u or e s c e nt pr ot ei n s e G F P a n d m C h err y f u s e d t o m G B P s i n 

fi x e d M E F c ell s, 4 8 8 n m w a s c h o s e n wit h a B P 4 9 5 -5 7 5 + L P 7 5 0 filt er f or e G F P a n d 5 6 1 n m 

e x cit ati o n wit h a B P 5 7 0 -6 5 0 + L P 7 5 0 filt er f or m C h err y, r e s p e cti v el y. T h e r e s ulti n g i m a g e s 

w er e 7 5. 5 6 µ m x 7 5. 4 0 µ m. D uri n g SI M a gri d si z e of 3 4 µ m f or e G F P a n d 4 2 µ m f or 

m C h err y w a s u s e d. Gri d s w er e 5 ti m e s r ot at e d. R e c o n str u cti o n w a s p erf or m e d u si n g t h e 

Z E N str u ct ur e d ill u mi n ati o n f e at ur e wit h n oi s e filt er of -6. 5 f or e G F P a n d -6. 2 f or m C h err y.  
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M ulti p ar a m et er i m a gi n g s p e ctr o s c o p y  

T h e F V 1 0 0 0 s y st e m i s a d diti o n all y e q ui p p e d wit h a n e xt er n al ti m e -c orr el at e d si n gl e p h ot o n 

c o u nti n g u nit ( H y dr a H ar p 4 0 0, Pi c o Q u a nt) a n d e xt er n al d et e ct or s f or M FI S -F R E T 

m e a s ur e m e nt s. e G F P w a s e x cit e d at 4 8 5 n m wit h a L D H -D -C -4 8 5 di o d e l a s er ( Pi c o Q u a nt) 

wit h a li n e arl y  p ol ari z e d b e a m a n d a p ul s e fr e q u e n c y of 3 2 M H z. m C h err y w a s e x cit e d wit h 

a n O pti λ  5 5 9 ( N T T El e ctr o ni c s) l a s er at a c o nti n u o u s w a v e ( C W) s etti n g. M FI S -F R E T 

m e a s ur e m e nt s w er e d o n e wit h l a s er p o w er s of ~ 2 0 0 n W at 4 8 5 n m a n d ~ 5 0 0 n W at 5 5 9 

n m, a pi n h ol e si z e of 2 0 0 µ m, a d w ell ti m e of 2 0 µ s at a t ot al of 6 0 fr a m e s. S e p ar ati o n i nt o 

p ar all el a n d p er p e n di c ul ar si g n al s w a s r e ali z e d b y a P B S 1 0 1 p ol ari zi n g b e a m s plitt er c u b e 

( T h orl a b s). e G F P si g n al w a s d et e ct e d vi a P D 5 C T C si n gl e-p h ot o n a v al a n c h e p h ot o di o d e s 

( Mi cr o P h ot o n D e vi c e s) wit h u p str e a m H C 5 2 0/ 3 5 b a n d p a s s filt er s ( A H F). D et e cti o n of 

m C h err y si g n al w a s r e ali z e d vi a c o ol e d H M P C -1 0 0 -4 0 h y bri d -p h ot o d et e ct or s ( B e c k er & Hi c kl) 

wit h u p str e a m H C 6 0 7/ 7 0 b a n d p a s s filt er s ( A H F).  

I n t h e fir st st e p of pi x el-wi s e a n al y si s,  pi x el s w er e s el e cti v el y a v er a g e d b y gr o u pi n g wit h t h e 

s a m e c h ar a ct eri sti c s. I n a s e c o n d st e p, t h e gr o u p e d pi x el s w er e i nt e gr at e d f or s u b s e q u e nt 

s u b -e n s e m bl e a n al y si s. T o d et er mi n e fl u or e s c e n c e -w ei g ht e d lif eti m e s i n a pi x el -wi s e 

a n al y si s, t h e hi st o gr a m s pr e s e nti n g t h e d e c a y of fl u or e s c e n c e i nt e n sit y aft er t h e e x cit ati o n 

p ul s e w er e b uilt f or e a c h pi x el wit h 1 2 8 p s p er bi n. R a w d at a w a s pr e p ar e d u si n g t h e 

s oft w ar e “ A nI -3 S F” d e v el o p e d i n S ei d el gr o u p, a s p art of t h e s oft w ar e p a c k a g e f or 

m ulti p ar a m et er T C S P C/i m a gi n g. Fl u or e s c e n c e d e c a y a n al y si s w a s d o n e u si n g “ C hi S urf”, a 

gl o b al a n al y si s pl atf or m f or fl u or e s c e n c e d at a d e v el o p e d a s o p e n s o ur c e s oft w ar e 

htt p s:// git h u b. c o m/fl u or e s c e n c e -t o ol s. W e u s e d t h e fit f or m ul a E q. 2 f or D o nl y-a n al y si s:  

𝐺 𝑡 |𝑐
𝐷 𝐶 ( 𝑁 ) = ∑ 𝑡 𝑐

𝑡 e x p ( −
𝑡

𝑟 𝑎
𝑛 )𝑠     E q. 2   

wit h D O r e pr e s e nti n g t h e d o n or i n a b s e n c e of t h e a c c e pt or, D| D  r e pr e s e nti n g d o n or e mi s si o n 

u p o n d o n or e x cit ati o n, i r e pr e s e nti n g t h e n u m b er of e x p o n e nt s n e e d e d t o fit t h e s y st e m, x D  

r e pr e s e nti n g t h e d o n or fr a cti o n of e a c h e x p o n e nti al e x pr e s si o n a n d τ D  r e pr e s e nti n g t h e d o n or 

lif eti m e of e a c h e x p o n e nti al e x pr e s si o n.  

K n o wi n g t h at t h e d o n or will b e q u e n c h e d b y F R E T i n a d diti o n t o E q. 2 , w e d eri v e E q. 3 , 

d e s cri bi n g t h e F R E T -i n d u c e d d o n or d e c a y o n t o p of t h e d o n or -o nl y d e c a y.  

𝑡 𝑐 |𝜔
𝑧 𝑡 ( 𝑡 ) = 𝑟 𝑎 |𝑛

𝑠 𝐶 ( 𝐶 ) ⋅ ∑ 𝑒 𝑡 𝑐 𝑡 𝐶
𝐺 e x p ( − 𝑡 ⋅ 𝑐 𝐷 𝐶 𝑁 𝑡

𝑐 )𝑡    E q. 3   

wit h D A  r e pr e s e nti n g t h e d o n or i n pr e s e n c e of t h e a c c e pt or, x F R E T  r e pr e s e nti n g t h e fr a cti o n of 

m ol e c ul e s u n d er g oi n g F R E T c orr e s p o n di n g t o e a c h F R E T -r at e k F R E T  ( wit h i d e p e n di n g of t h e 

n u m b er of e n er g y tr a n sf er m o d e s d e s cri b e d b y diff er e nt tr a n sf er r at e s).  
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S c att er pl ot g e n er ati o n a n d c ell ul ar b a c k m a p pi n g  

W e u s e d t h e fr e el y a v ail a bl e, o p e n s o ur c e Fiji pl u gi n S c att er J [ 8 8]. Pr o c e s s e d i m a g e s w er e 

c o n v ert e d i nt o 8 -bit gr e y s c al e t a g g e d i m a g e fil e f or m at s (.tiff) a n d o p e n e d i n S c att er J. 

2 5 6 x 2 5 6 pi x el s c att er pl ot s w er e s a v e d a s x y -li st s (. d at) f or pr o c e s si n g i n Ori gi n Pr o. Wit hi n 

s c att er pl ot, r e gi o n s w er e s el e ct e d u si n g Fiji fr e e -h a n d -t o ol a n d b a c k m a p p e d t o t h e ori gi n al 

i m a g e. T h e b a c k-m a p p e d i m a g e, a s w ell a s c h a n n el -wi s e i m a g e s, w er e s a v e d a s t e xt 

s e q u e n c e s (. d at) or p ort a bl e n et w or k s gr a p hi c s (. p n g) f or f urt h e r i m a g e a n d m atri x a n al y si s 

i n Ori gi n Pr o. T h e r e s ulti n g c ell ul ar b a c k-m a p pi n g -i m a g e s r e pr e s e nt t h e pi x el-wi s e a n al y si s of 

d efi n e d s c att er pl ot p o p ul ati o n s.  

6. Li st of a b br e vi ati o n s  

 

4 -P L:   F o ur p ar a m et er l o gi sti c  

a a:   A mi n o a ci d  

A A:   A cti vit y a s s a y  

A S H X L :  A b s e nt, s m all, or h o m e oti c -li k e 

B S A:   B o vi n e s er u m al b u mi n  

C B P:   C R E B bi n di n g pr ot ei n   

C H A P S:  ( 3-(( 3-c h ol a mi d o pr o p yl) di m et h yl a m m o ni o) -1 -pr o p a n e s ulf o n at e)  

C M L E:  Cl a s si c m a xi m u m li k eli h o o d e sti m ati o n  

C O M P A S S:  C o m pl e x pr ot ei n s a s s o ci at e d wit h S et 1  

D A PI:   4′, 6 -di a mi di n o -2 -p h e n yli n d ol e  

D D R:   D N A r e p air a n d str e s s r e s p o n s e  

D M E M:  D ul b e c c o’ s m o difi e d E a gl e’ s m e di u m  

E C L:   E n h a n c e d c h e mil u mi n e s c e n c e  

E D T A:  Et h yl e n e di a mi n et etr a a c et at e  

e G F P:  E n h a n c e d gr e e n fl u or e s c e n c e pr ot ei n  

E G T A:  Et h yl e n e gl y c ol -bi s( β -a mi n o et h yl et h er) -N, N, N’, N’, -t etr a a c et at e 

E LI S A:   E n z y m e -li n k e d i m m u n o s or b e nt a s s a y 

F A:   F or m al d e h y d e  

F A C S :  Fl u or e s c e n c e a cti v at e d c ell s orti n g  

F B S:   F et al b o vi n e s er u m  

G O:   G e n e o nt ol o g y  
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I C C:   I m m u n o c yt o c h e mi str y 

I D R:   I ntri n si c all y di s or d er e d pr ot ei n 

I P:   I m m u n o pr e ci pit ati o n 

K D M:   L y si n e d e m et h yl a s e  

K M T:   L y si n e m et h yltr a n sf er a s e  

L S M:    L a s er s c a n ni n g mi cr o s c o p e  

M:    M a n d er s c o effi ci e nt  

M S:    M a s s s p e ctr o m etr y  

N P M:    N u cl e o p h o s mi n  

P C C:    P e ar s o n c o effi ci e nt  

P A G E:  S o di u m d o d e c yl s ulf at e p ol y a cr yl a mi d e g el  el e ctr o p h or e si s  

P B S:    P h o s p h at e b uff er e d s ali n e  

P C R:   P ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n  

p N P P:   p ar a -Nitr o p h e n yl p h o s p h at  

P T M:   P o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n 

R B B P:   R eti n o bl a st o m a -bi n di n g pr ot ei n  

R E:   R e stri cti o n e n z y m e  

R L B:    RI P A -li k e b uff er 

R T:    R o o m t e m p er at ur e  

S D M:    Sit e -dir e ct e d m ut a g e n e si s  

S D S:    S o di u m d o d e c yl s ulf at e  

S T R:    S h ort t a n d e m r e p e at s  

S WI/ S N F:   S Wit c h/ S u cr o s e n o n -f er m e nt a bl e 

T B S -T:   Tri s -b uff er e d s ali n e/t w e e n 2 0  

T C E P:   Tri s( 2 -c ar b o x y et h yl) p h o s p hi n e  

T P R:    T etr atri c o p e pti d e r e p e at  

T RI S:    Tri s( h y dr o x y m et h yl) a mi n o m et h a n e  

U T X:    U bi q uit o u sl y tr a n s cri b e d t etr atri c o p e pti d e r e p e at, X c hr o m o s o m e  

W D R:    W D -r e p e at c o nt ai ni n g pr ot ei n 

W R A D:   W D R 5 -R B B P 5 -A S H 2 L -D P Y 3 0 c o m pl e x  

W T:    Wil dt y p e  



1 7 1  
 

7 . C h a pt e r 4 R ef er e n c e s  

 

1.  B ert oli, C., S k ot h ei m, J. M., d e Br ui n, R. A. M. C o ntr ol of c ell c y cl e tr a n s cri pti o n 

d uri n g G 1 a n d S p h a s e s . N at ur e R e vi e w s M ol e c ul ar C ell Bi ol o g y , 2 0 1 3, 1 4 , 5 1 8-5 2 8. 

D OI: 1 0. 1 0 3 8/ nr m 3 6 2 9.  

2.  P a s s e g u e, E., W a g er s, A. J., Gi uri at o, S., A n d er s o n, W. C., W ei s s m a n, I. L. Gl o b al 

a n al y si s of pr olif er ati o n a n d c ell c y cl e g e n e e x pr e s si o n i n t h e r e g ul ati o n of 

h e m at o p oi eti c st e m a n d pr o g e nit or c ell f at e s . J o ur n al of E x p eri m e nt al M e di ci n e , 

2 0 0 5, 2 0 2 , 1 5 9 9-1 6 1 1. D OI: 1 0. 1 0 8 4/j e m. 2 0 0 5 0 9 6 7.  

3.  S o n a w a n e, A. R., Pl ati g , J., F a g n y, M., C h e n, C. Y., P a ul s o n, J. N., L o p e s-R a m o s, C. 

M., et al. U n d er st a n di n g ti s s u e -s p e cifi c g e n e r e g ul ati o n . C ell R e p ort s , 2 0 1 7, 2 1 , 

1 0 7 7 -1 0 8 8. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c elr e p. 2 0 1 7. 1 0. 0 0 1.  

4.  Ji a n g, P., Fr e e d m a n, M. L., Li u, J. S., Li u, X. S. I nf er e n c e of  tr a n s cri pti o n al r e g ul ati o n 

i n c a n c er s. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of 

A m eri c a , 2 0 1 5, 1 1 2 , 7 7 3 1-7 7 3 6. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 4 2 4 2 7 2 1 1 2.  

5.  Br a d n er, J. E., H ni s z, D., Y o u n g, R. A. Tr a n s cri pti o n al a d di cti o n i n c a n c er . C el l, 2 0 1 7, 

1 6 8 , 6 2 9-6 4 3. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 6. 1 2. 0 1 3.  

6.  Cr e y g ht o n, M. P., C h e n g, A. W., W el st e a d, G. G., K o oi str a, T., C ar e y, B. W., St ei n e, 

E. J., et al. Hi st o n e H 3 K 2 7 a c s e p ar at e s a cti v e fr o m p oi s e d e n h a n c er s a n d pr e di ct s 

d e v el o p m e nt al st at e . Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d 

St at e s of A m eri c a , 2 0 1 0, 1 0 7 , 2 1 9 3 1-2 1 9 3 6. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 0 1 6 0 7 1 1 0 7.  

7.  Wil e s, E. T., S el k er, E. U. H 3 K 2 7 m et h yl ati o n: a pr o mi s c u o u s r e pr e s si v e c hr o m ati n 

m ar k . C urr e nt O pi ni o n i n G e n eti c s & D e v el o p m e nt , 2 0 1 7, 4 3 , 3 1-3 7. D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. g d e. 2 0 1 6. 1 1. 0 0 1.  

8.  B a n ni st er, A. J., K o u z ari d e s, T. R e g ul ati o n of c hr o m ati n b y hi st o n e m o difi c ati o n s . C ell 

R e s e ar c h , 2 0 1 1, 2 1 , 3 8 1-3 9 5. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ cr. 2 0 1 1. 2 2.  

9.  H o n g, S. H., C h o, Y. W., Y u, L. R., Y u, H., V e e n str a, T . D., G e, K. I d e ntifi c ati o n of 

J mj C d o m ai n -c o nt ai ni n g U T X a n d J M J D 3 a s hi st o n e H 3 l y si n e 2 7 d e m et h yl a s e s . 

Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a , 

2 0 0 7, 1 0 4 , 1 8 4 3 9-1 8 4 4 4. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 7 0 7 2 9 2 1 0 4.  

1 0.  L e e, M. G.,  Vill a, R., Tr oj er, P., N or m a n, J., Y a n, K. P., R ei n b er g, D., et al. 

D e m et h yl ati o n of H 3 K 2 7 r e g ul at e s p ol y c o m b r e cr uit m e nt a n d H 2 A u bi q uiti n ati o n . 

S ci e n c e , 2 0 0 7, 3 1 8 , 4 4 7-4 5 0. D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 1 4 9 0 4 2.  

1 1.  A g g er, K., Cl o o s, P. A. C., C hri st e n s e n, J., P a si ni, D., R o s e, S., R a p p sil b er, J., et al. 

U T X a n d J M J D 3 ar e hi st o n e H 3 K 2 7 d e m et h yl a s e s i n v ol v e d i n H O X g e n e r e g ul ati o n 

a n d d e v el o p m e nt . N at ur e , 2 0 0 7, 4 4 9 , 7 3 1-U 1 0. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 6 1 4 5.  



1 7 2  
 

1 2.  Mill er, S. A., M o h n, S. E., W ei n m a n n, A. S. J mj d 3 a n d U T X pl a y a d e m et h yl a s e -

i n d e p e n d e nt r ol e i n c hr o m ati n r e m o d eli n g t o r e g ul at e T-b o x f a mil y m e m b er -

d e p e n d e nt g e n e e x pr e s si o n . M ol e c ul ar C ell , 2 0 1 0, 4 0 , 5 9 4-6 0 5. D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. m ol c el. 2 0 1 0. 1 0. 0 2 8.  

1 3.  V a n d a m m e, J., L etti er, G., Si d oli, S., Di S c hi a vi, E., J e n s e n, O. N., S al ci ni, A. E. T h e 

C. el e g a n s H 3 K 2 7 d e m et h yl a s e U T X -1 I s e s s e nti al f or n or m al d e v el o p m e nt, 

i n d e p e n d e nt of it s e n z y m ati c a cti vit y. P L O S G e n eti c s , 2 0 1 2, 8 . D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p g e n. 1 0 0 2 6 4 7.  

1 4.  S h p ar g el, K. B., S e n g o k u, T., Y o k o y a m a, S., M a g n u s o n, T.  U T X a n d U T Y 

d e m o n str at e hi st o n e d e m et h yl a s e -i n d e p e n d e nt f u n cti o n i n m o u s e e m br y o ni c 

d e v el o p m e nt . P L O S G e n eti c s , 2 0 1 2, 8 , 1 7. D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p g e n. 1 0 0 2 9 6 4. 

1 5.  S e n g o k u, T., Y o k o y a m a, S. Str u ct ur al b a si s f or hi st o n e H 3 L y s 2 7 d e m et h yl ati o n b y 

U T X/ K D M 6 A . G e n e s  &  D e v el o p m e nt ,  2 0 1 1, 2 5 ,  2 2 6 6-2 2 7 7.  D OI: 

1 0. 1 1 0 1/ g a d. 1 7 2 2 9 6. 1 1 1.  

1 6.  J u m p er, J., E v a n s, R., Prit z el, A., Gr e e n, T., Fi g ur n o v, M., R o n n e b er g er, O., et al. 

Hi g hl y a c c ur at e pr ot ei n str u ct ur e pr e di cti o n wit h Al p h a F ol d . N at ur e , 2 0 2 1, 5 9 6 , 5 8 3-+. 

D OI: 1 0 . 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6-0 2 1 -0 3 8 1 9 -2.  

1 7.  D el Ri z z o, P. A., Tri e v el, R. C. M ol e c ul ar b a si s f or s u b str at e r e c o g niti o n b y l y si n e 

m et h yltr a n sf er a s e s a n d d e m et h yl a s e s . Bi o c hi mi c a Et Bi o p h y si c a A ct a: G e n e 

R e g ul at or y  M e c h a ni s m s ,  2 0 1 4, 1 8 3 9 ,  1 4 0 4-1 4 1 5.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. b b a gr m. 2 0 1 4. 0 6. 0 0 8.  

1 8.  D h ar, S. S., L e e, S. H., C h e n, K. F., Z h u, G. J., O h, W., Allt o n, K., et al. A n e s s e nti al 

r ol e f or U T X i n r e s ol uti o n a n d a cti v ati o n of bi v al e nt pr o m ot er s. N u cl ei c A ci d s 

R e s e ar c h , 2 0 1 6, 4 4 , 3 6 5 9-3 6 7 4. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k v 1 5 1 6.  

1 9.  Ti e, F., B a n erj e e, R., C o nr a d, P. A., S c a c h eri, P. C., H art e, P. J. Hi st o n e d e m et h yl a s e 

U T X a n d c hr o m ati n r e m o d el er B R M bi n d dir e ctl y t o C B P a n d m o d ul at e a c et yl ati o n of 

hi st o n e H 3 l y si n e 2 7 . M ol e c ul ar a n d C ell ul ar Bi ol o g y , 2 0 1 2, 3 2 , 2 3 2 3-2 3 3 4. D OI: 

1 0. 1 1 2 8/ m c b. 0 6 3 9 2 -1 1.  

2 0.  Z h a, L., Li, F. F., W u, R., Arti ni a n, L., R e h d er, V., Y u, L. Q., et al. T h e hi st o n e 

d e m et h yl a s e U T X pr o m ot e s br o w n a di p o c yt e t h er m o g e ni c pr o gr a m vi a c o or di n at e d 

r e g ul ati o n of H 3 K 2 7 d e m et h yl ati o n a n d a c et yl ati o n. J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mi str y , 

2 0 1 5, 2 9 0 , 2 5 1 5 1-2 5 1 6 3. D OI: 1 0. 1 0 7 4/j b c. M 1 1 5. 6 6 2 6 5 0.  

2 1.  W a n g, S. P., T a n g, Z. Y., C h e n, C. W., S hi m a d a, M., K o c h e, R. P., W a n g, L. H., et al. 

A U T X -M L L 4 -p 3 0 0 tr a n s cri pti o n al r e g ul at or y n et w or k c o or di n at el y s h a p e s a cti v e 

e n h a n c er l a n d s c a p e s f or eli citi n g t r a n s cri pti o n. M ol e c ul ar C ell , 2 0 1 7, 6 7 , 3 0 8-+. D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. m ol c el. 2 0 1 7. 0 6. 0 2 8.  
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2 2.  Ri c k el s, R., W a n g, L., I w a n a s z k o, M., O z ar k, P. A., M or g a n, M. A., Pi u nti, A., et al. A 

s m all U T X st a bili z ati o n d o m ai n of Trr i s c o n s er v e d wit hi n m a m m ali a n M L L 3 -

4/ C O M P A S S  a n d i s s uffi ci e nt t o r e s c u e l o s s of vi a bilit y i n n ull a ni m al s . G e n e s & 

D e v el o p m e nt , 2 0 2 0, 3 4 , 1 4 9 3-1 5 0 2. D OI: 1 0. 1 1 0 1/ g a d. 3 3 9 7 6 2. 1 2 0.  

2 3.  K at o, H., A s a mit s u, K., S u n, W. D., Kit aji m a, S., Y o s hi z a w a -S u g at a, N., O k a m ot o, T., 

et al. C a n c er -d eri v e d U T X T P R m ut ati o n s G 1 3 7 V a n d D 3 3 6 G i m p air i nt er a cti o n wit h 

M L L 3/ 4 c o m pl e x e s a n d aff e ct U T X s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n . O n c o g e n e . D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 3 8 8 -0 2 0 -1 2 1 8 -3.  

2 4.  D' A n dr e a, L. D., R e g a n, L. T P R pr ot ei n s: t h e v er s atil e h eli x . Tr e n d s i n Bi o c h e mi c al 

S ci e n c e s , 2 0 0 3, 2 8 , 6 5 5-6 6 2. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.ti b s. 2 0 0 3. 1 0. 0 0 7.  

2 5.  P er e z -Ri b a, A., It z h a ki, L. S. T h e t etr atri c o p e pti d e -r e p e at m otif i s a v er s atil e pl atf or m 

t h at e n a bl e s di v er s e m o d e s of m ol e c ul ar r e c o g niti o n. C urr e nt O pi ni o n i n Str u ct ur al 

Bi ol o g y , 2 0 1 9, 5 4 , 4 3-4 9. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. s bi. 2 0 1 8. 1 2. 0 0 4.  

2 6.  K aj a n d er, T., C ort aj ar e n a, A. L., M o c hri e, S., R e g a n, L. Str u ct ur e a n d st a bilit y of 

d e si g n e d T P R pr ot ei n s u p er h eli c e s: u n u s u al cr y st al p a c ki n g a n d i m pli c ati o n s f or 

n at ur al T P R pr ot ei n s . A ct a Cr y st all o gr a p hi c a: Bi ol o gi c al Cr y s t all o gr a p h y, 2 0 0 7, 6 3 , 

8 0 0 -8 1 1. D OI: 1 0. 1 1 0 7/ s 0 9 0 7 4 4 4 9 0 7 0 2 4 3 5 3.  

2 7.  H ur st, C. D., Al d er, O., Pl att, F. M., Dr o o p, A., St e a d, L. F., B ur n s, J. E., et al. 

G e n o mi c s u bt y p e s of n o n -i n v a si v e bl a d d er c a n c er wit h di sti n ct m et a b oli c pr ofil e a n d 

f e m al e g e n d er bi a s i n K D M 6 A m ut ati o n fr e q u e n c y. C a n c er C ell , 2 0 1 7, 3 2 , 7 0 1-+. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c c ell. 2 0 1 7. 0 8. 0 0 5.  

2 8.  H of st ett er, C., K a m p k a, J. M., H u p p ert z, S., W e b er, H., S c hl o s s er, A., M üll er, A. M., 

et al. I n hi biti o n of K D M 6 a cti vit y d uri n g m uri n e E S C diff er e nti ati o n i n d uc e s D N A 

d a m a g e . J o ur n al of C ell S ci e n c e , 2 0 1 6, 1 2 9 , 7 8 8-8 0 3. D OI: 1 0. 1 2 4 2/j c s. 1 7 5 1 7 4.  

2 9.  S mit h, E. R., L e e, M. G., Wi nt er, B., Dr o z, N. M., Ei s s e n b er g, J. C., S hi e k h att ar, R., et 

al. Dr o s o p hil a U T X i s a hi st o n e H 3 L y s 2 7 d e m et h yl a s e t h at c ol o c ali z e s wit h t h e 

el o n g ati n g f or m of R N A p ol y m er a s e II . M ol e c ul ar a n d C ell ul ar Bi ol o g y , 2 0 0 8, 2 8 , 

1 0 4 1 -1 0 4 6. D OI: 1 0. 1 1 2 8/ m c b. 0 1 5 0 4 -0 7.  

3 0.  C h e n, H., H u a n g, Y. X., Z h u, X. Q., Li u, C., Y u a n, Y. M., S u, H., et al. Hi st o n e 

d e m et h yl a s e U T X i s a t h er a p e uti c t ar g et f or di a b et i c ki d n e y di s e a s e. J o ur n al of 

P h y si ol o g y , 2 0 1 9, 5 9 7 , 1 6 4 3-1 6 6 0. D OI: 1 0. 1 1 1 3/j p 2 7 7 3 6 7.  

3 1.  C h a n g, S., Yi m, S., P ar k, H. T h e c a n c er dri v er g e n e s I D H 1/ 2, J A RI D 1 C/ K D M 5 C, a n d 

U T X/ K D M 6 A: cr o s st al k b et w e e n hi st o n e d e m et h yl ati o n a n d h y p o xi c r e pr o gr a m mi n g 

i n c a n cer m et a b oli s m . E x p eri m e nt al a n d M ol e c ul ar M e di ci n e , 2 0 1 9, 5 1 . D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ s 1 2 2 7 6 -0 1 9 -0 2 3 0 -6.  

3 2.  L er, L. D., G h o s h, S., C h ai, X. R., T hi k e, A. A., H e n g, H. L., Si e w, E. Y., et al. L o s s of 

t u m or s u p pr e s s or K D M 6 A a m plifi e s P R C 2-r e g ul at e d tr a n s cri pti o n al r e pr e s si o n i n 
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bl a d d er c a n c er a n d c a n b e t ar g et e d t hr o u g h i n hi biti o n of E Z H 2 . S ci e n c e Tr a n sl ati o n al 

M e di ci n e , 2 0 1 7, 9 . D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s citr a n sl m e d. a ai 8 3 1 2. 

3 3.  L e n g, X., W a n g, J., A n, N., W a n g, X., S u n, Y., C h e n, Z. Hi st o n e 3 l y si n e -2 7 

d e m et h yl a s e K D M 6 A c o or di n at e s wit h K M T 2 B t o pl a y a n o n c o g e ni c r ol e i n N S C L C b y 

r e g ul ati n g H 3 K 4 m e 3. O n c o g e n e , 2 0 2 0, 3 9 , 6 4 6 8-6 4 7 9. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 3 8 8 -0 2 0 -

0 1 4 4 9 -y.  

3 4.  Ki m, J. H., S h ar m a, A., D h ar, S. S., L e e, S. H., G u, B., C h a n, C. H., et al. U T X a n d 

M L L 4 c o or di n at el y r e g u l at e tr a n s cri pti o n al pr o gr a m s f or c ell pr olif er ati o n a n d 

i n v a si v e n e s s i n br e a st c a n c er c ell s. C a n c er R e s e ar c h , 2 0 1 4, 7 4 , 1 7 0 5-1 7 1 7. D OI: 

1 0. 1 1 5 8/ 0 0 0 8 -5 4 7 2. C a n -1 3 -1 8 9 6.  

3 5.  Xi e, G., Li u, X., Z h a n g, Y., Li, W., Li u, S., C h e n, Z., et al. U T X pr o m ot e s h or m o n al l y 

r e s p o n si v e br e a st c ar ci n o g e n e si s t hr o u g h f e e d-f or w ar d tr a n s cri pti o n r e g ul ati o n wit h 

e str o g e n r e c e pt or . O n c o g e n e , 2 0 1 7, 3 6 , 5 4 9 7-5 5 1 1. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ o n c. 2 0 1 7. 1 5 7.  

3 6.  S c h ul z, W. A., L a n g, A., K o c h, J., Gr eif e, A. T h e hi st o n e d e m et h yl a s e U T X/ K D M 6 A i n 

c a n c e r: pr o gr e s s a n d p u z zl e s. I nt er n ati o n al J o ur n al of C a n c er, 2 0 1 9, 1 4 5 , 6 1 4-6 2 0. 

D OI: 1 0. 1 0 0 2/ij c. 3 2 1 1 6.  

3 7.  B u b e ni k, J., P erl m a n n, P., H el m st ei n, K., M o b er g er, G. C ell ul ar a n d h u m or al i m m u n e 

r e s p o n s e s t o h u m a n uri n ar y bl a d d er c ar ci n o m a. I nt er n ati o n al J o ur n al of C a n c er , 

1 9 7 0, 5 , 3 1 0-+. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ij c. 2 9 1 0 0 5 0 3 0 3.  

3 8.  M a kri, D., S c h ul z, W. A., Gri m m, M. O., S c h mit z dr a g er, B. J. R a pi d killi n g of ur ot h eli al 

c ar ci n o m a -c ell s b y wil d -t y p e p 5 3. I nt er n ati o n al J o ur n al of O n c ol o g y, 1 9 9 5, 7 , 6 3 7-

6 4 1. D OI: 1 0. 3 8 9 2/ij o. 7. 3. 6 3 7.  

3 9.  St e u b e, K. G., M e y er, C., Dr e xl er, H. G. S e cr eti o n of f u n cti o n al h e m at o p oi eti c gr o wt h 

f a ct or s b y h u m a n c ar ci n o m a c ell li n e s. I nt er n ati o n al J o ur n al of C a n c er, 1 9 9 8, 7 8 , 1 2 0-

1 2 4. D OI: 1 0. 1 0 0 2/( si ci) 1 0 9 7 -0 2 1 5( 1 9 9 8 0 9 2 5) 7 8: 1 < 1 2 0:: Ai d -ij c 1 9 > 3. 3. C o; 2-j. 

4 0.  Gri m m, M. O., J ür g e n s, B., S c h ul z, W. A., D e c k e n, K., M a kri, D., S c h mit z dr a g er, B. J. 

I n a cti v ati o n of t u m or-s u p pr e s s or g e n e s a n d d er e g ul ati o n of t h e C -M Y C g e n e i n 

ur ot h eli al c a n c er c ell -li n e s. Ur ol o gi c al R e s e ar c h , 1 9 9 5, 2 3 , 2 9 3-3 0 0. D OI: 

1 0. 1 0 0 7/ bf 0 0 3 0 0 0 1 7.  

4 1.  K yri a zi s, A. A., K yri a zi s, A. P., M c C o m b s, W. B., P et er s o n, W. D. M or p h ol o gi c al, 

bi ol o gi c al a n d bi o c h e mi c al c h ar a ct eri sti c s of h u m a n bl a d d er tr a n siti o n al c ell 

c ar ci n o m a s gr o w n i n ti s s u e -c ult ur e a n d i n n u d e -mi c e . C a n c er R e s e ar c h , 1 9 8 4, 4 4 , 

3 9 9 7 -4 0 0 5. D OI: P MI D: 6 7 4 4 3 1 5.  

4 2.  K a u, T. R., W a y, J. C., Sil v er, P. A. N u cl e ar tr a n s p ort a n d c a n c er: fr o m m e c h a ni s m t o 

i nt er v e nti o n. N at ur e R e vi e w s C a n c er , 2 0 0 4, 4 , 1 0 6-1 1 7. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ nr c 1 2 7 4.  
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4 3.  I v a n o v, A. A., K h uri, F. R., F u, H. A. T ar g eti n g pr ot ei n-pr ot ei n i nt er a cti o n s a s a n 

a nti c a n c er str at e g y . Tr e n d s i n P h ar m a c ol o gi c al S ci e n c e s , 2 0 1 3, 3 4 , 3 9 3-4 0 0. D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j.ti p s. 2 0 1 3. 0 4. 0 0 7.  

4 4.  K ar, G., G ur s o y, A., K e s ki n, O. H u m a n c a n c er pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o n n et w or k: a 

str u ct ur al  p er s p e cti v e . P L O S  C o m p u t ati o n al  Bi ol o g y,  2 0 0 9, 5 .  D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 0 6 0 1.  

4 5.  V a n d er M e ul e n, J., S p el e m a n, F., V a n Vli er b er g h e, P. T h e H 3 K 2 7 m e 3 d e m et h yl a s e 

U T X i n n or m al d e v el o p m e nt a n d di s e a s e . E pi g e n eti c s , 2 0 1 4, 9 , 6 5 8-6 6 8. D OI: 

1 0. 4 1 6 1/ e pi. 2 8 2 9 8.  

4 6.  D e a n, D. A., D e a n, B. S., M üll er, S., S mit h, L. C. S e q u e n c e r e q uir e m e nt s f or pl a s mi d 

n u cl e ar i m p ort . E x p eri m e nt al C ell R e s e ar c h , 1 9 9 9, 2 5 3 , 7 1 3-7 2 2. D OI: 

1 0. 1 0 0 6/ e x cr. 1 9 9 9. 4 7 1 6.  

4 7.  W a n g, X. H., Li, S. L. Pr ot ei n mi sl o c ali z ati o n: m e c h a ni s m s, f u n cti o n s a n d cli ni c al 

a p pl i c ati o n s i n c a n c er. Bi o c hi mi c a Et Bi o p h y si c a A ct a: R e vi e w s o n C a n c er , 2 0 1 4, 

1 8 4 6 , 1 3-2 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. b b c a n. 2 0 1 4. 0 3. 0 0 6.  

4 8.  L a n g, A., Yil m a z, M., H a d er, C., M ur d a y, S., K u n z, X., W a g n er, N., et al. 

C o nti n g e n ci e s of U T X/ K D M 6 A a cti o n i n ur ot h eli al c ar ci n o m a . C a n c er s , 2 0 1 9, 1 1 . 

D OI: 1 0. 3 3 9 0/ c a n c er s 1 1 0 4 0 4 8 1.  

4 9.  P er n er, F., Ar m str o n g, S. A. T ar g eti n g c hr o m ati n c o m pl e x e s i n m y el oi d m ali g n a n ci e s 

a n d b e y o n d: fr o m b a si c m e c h a ni s m s t o cli ni c al i n n o v ati o n . C ell s , 2 0 2 0, 9 . D OI: 

1 0. 3 3 9 0/ c ell s 9 1 2 2 7 2 1.  

5 0.  Z h a n g, X., W a n g, Y. L., W a n g, J. Y., S u n, F. Y. Pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o n s a m o n g 

si g n ali n g p at h w a y s m a y b e c o m e n e w t h er a p e uti c t ar g et s i n li v er c a n c er . O n c ol o g y 

R e p ort s , 2 0 1 6, 3 5 , 6 2 5-6 3 8. D OI: 1 0. 3 8 9 2/ or. 2 0 1 5. 4 4 6 4.  

5 1.  B o ett c h er, S., Mill er, P. G., S h ar m a, R., M c C o n k e y, M., L e v e nt h al, M., Kri vt s o v, A. V., 

et al. A d o mi n a nt -n e g ati v e eff e ct dri v e s s el e cti o n of T P 5 3 mi s s e n s e m ut ati o n s i n 

m y el oi d m ali g n a n ci e s . S ci e n c e , 2 0 1 9, 3 6 5 , 5 9 9-+. D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. a a x 3 6 4 9.  

5 2.  P a p a, A., W a n, L. X., B o n or a, M., S al m e n a, L., S o n g, M. S., H o b b s, R. M., et al. 

C a n c er -a s s o ci at e d P T E N m ut a nt s a ct i n a d o mi n a nt -n e g ati v e m a n n er t o s u p pr e s s 

P T E N pr ot ei n f u n cti o n . C ell , 2 0 1 4, 1 5 7 , 5 9 5-6 1 0. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 4. 0 3. 0 2 7.  

5 3.  R ai y m b e k, G., A n, S. J., K h ur a n a, N., G o pi n at h, S., L ar ki n, A ., Bi s w a s, S., et al. A n 

H 3 K 9 m et h yl ati o n -d e p e n d e nt pr ot ei n i nt er a cti o n r e g ul at e s t h e n o n -e n z y m ati c 

f u n cti o n s of a p ut ati v e hi st o n e d e m et h yl a s e. Elif e , 2 0 2 0, 9 . D OI: 1 0. 7 5 5 4/ elif e. 5 3 1 5 5. 

5 4.  M or g a n, M. A. J., S hil atif ar d, A. R e e v al u ati n g t h e r ol e s of hi st o n e -m o dif yi n g e n z y m e s 

a n d t h eir a s s o ci at e d c hr o m ati n m o difi c ati o n s i n tr a n s cri pti o n al r e g ul ati o n . N at ur e 

G e n eti c s , 2 0 2 0, 5 2 , 1 2 7 1-1 2 8 1. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 8 -0 2 0 -0 0 7 3 6 -4.  
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5 5.  Z h a, L., C a o, Q., C ui, X., Li, F. F., Li a n g, H. J., X u e, B. Z., et al. E pi g e n eti c r e g ul ati o n 

of E -c a d h eri n e x pr e s si o n b y t h e hi st o n e d e m et h yl a s e U T X i n c ol o n c a n c er c ell s . 

M e di c al O n c ol o g y , 2 0 1 6, 3 3 , 1 1. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 1 2 0 3 2-0 1 6 -0 7 3 4 -z.  

5 6.  W at a n a b e, S., S hi m a d a, S., A ki y a m a, Y., I s hi k a w a, Y., O g ur a, T., O g a w a, K., et al. 

L o s s of K D M 6 A c h ar a ct eri z e s a p o or pr o g n o sti c s u bt y p e of h u m a n p a n cr e ati c c a n c er 

a n d p ot e nti at e s H D A C i n hi bit or l et h alit y . I nt er n ati o n al J o ur n al of C a n c er, 2 0 1 9, 1 4 5 , 

1 9 2 -2 0 5. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ij c. 3 2 0 7 2.  

5 7.  Li, X. M., Li, X. D. I nt err o g ati n g i nt er a cti o n s a n d m o difi c ati o n s o f hi st o n e s i n li v e c ell s. 

C ell C h e mi c al Bi ol o g y , 2 0 1 8, 2 5 , 1-3. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c h e m bi ol. 2 0 1 8. 0 1. 0 0 3.  

5 8.  Ki m, D. H., T a n g, Z. Y., S hi m a d a, M., Fi er z, B., H o u c k -L o o mi s, B., B ar -D a g e n, M., et 

al. Hi st o n e H 3 K 2 7 tri m et h yl ati o n i n hi bit s H 3 bi n di n g a n d f u n cti o n of S E T 1 -li k e H 3 K 4 

m et h yltr a n sf er a s e c o m pl e x e s . M ol e c ul ar a n d C ell ul ar Bi ol o g y , 2 0 1 3, 3 3 , 4 9 3 6-4 9 4 6. 

D OI: 1 0. 1 1 2 8/ m c b. 0 0 6 0 1 -1 3.  

5 9.  S mit h, E., Li n, C. Q., S hil atif ar d, A. T h e s u p er el o n g ati o n c o m pl e x ( S E C) a n d M L L i n 

d e v el o p m e nt a n d di s e a s e . G e n e s & D e v el o p m e nt , 2 0 1 1, 2 5 , 6 6 1-6 7 2. D OI: 

1 0. 1 1 0 1/ g a d. 2 0 1 5 4 1 1.  

6 0.  H e b dit c h, M., C ar b all o -A m a d or, M. A., C h ar o ni s, S., C urti s, R., W ar wi c k er, J. Pr ot ei n -

S ol: a w e b t o ol f or pr e di cti n g pr ot ei n s ol u bilit y fr o m s e q u e n c e . Bi oi nf or m ati c s , 2 0 1 7, 

3 3 , 3 0 9 8-3 1 0 0. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati c s/ bt x 3 4 5.  

6 1.  Dr o z d et s ki y, A., C ol e, C., Pr o ct er, J., B art o n, G. J. J Pr e d 4: a pr ot ei n s e c o n d ar y 

str u ct ur e pr e di cti o n s er v er . N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h , 2 0 1 5, 4 3 , W 3 8 9-W 3 9 4. D OI: 

1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k v 3 3 2.  

6 2.  P art hi b a n, V., Gr o mi h a, M. M., S c h o m b ur g, D.  C U P S A T: pr e di cti o n of pr ot ei n st a bilit y 

u p o n p oi nt m ut ati o n s . N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h , 2 0 0 6, 3 4 , W 2 3 9-W 2 4 2. D OI: 

1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g kl 1 9 0.  

6 3.  Mitt al, A., H o b or, F., Z h a n g, Y., M arti n, S. R., G a m bli n, S. J., R a m o s, A., et al. T h e 

str u ct ur e of t h e R b B P 5 b et a -pr o p ell er d o m ai n r e v e al s a s urf a c e wit h p ot e nti al n u cl ei c 

a ci d bi n di n g sit e s . N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h , 2 0 1 8, 4 6 , 3 8 0 2-3 8 1 2. D OI: 

1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k y 1 9 9.  

6 4.  Z h a n g, P., L e e, H., Br u n z ell e, J. S., C o ut ur e, J. F. T h e pl a sti cit y of W D R 5 p e pti d e -

bi n di n g cl eft e n a bl e s t h e bi n di n g of t h e S E T 1 f a mil y of hi st o n e m et h yltr a n sf er a s e s . 

N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h , 2 0 1 2, 4 0 , 4 2 3 7-4 2 4 6. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g kr 1 2 3 5.  

6 5.  C h er st v y, A. G. P o siti v el y c h ar g e d r e si d u e s i n D N A -bi n di n g d o m ai n s of str u ct ur al 

pr ot ei n s f oll o w s e q u e n c e -s p e cifi c p o siti o n s of D N A p h o s p h at e gr o u p s . J o ur n al of 

P h y si c al C h e mi str y B , 2 0 0 9, 1 1 3 , 4 2 4 2-4 2 4 7. D OI: 1 0. 1 0 2 1/j p 8 1 0 0 0 9 s.  

6 6.  S z kl ar c z y k, D., G a bl e, A. L., L y o n, D., J u n g e, A., W y d er, S., H u ert a -C e p a s, J., et al. 

S T RI N G v 1 1: pr ot ei n -pr ot ei n a s s o ci ati o n n et w or k s wit h i n c r e a s e d c o v er a g e, 
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s u p p orti n g f u n cti o n al di s c o v er y i n g e n o m e -wi d e e x p eri m e nt al d at a s et s . N u cl ei c A ci d s 

R e s e ar c h , 2 0 1 9, 4 7 , D 6 0 7-D 6 1 3. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k y 1 1 3 1.  

6 7.  Ni e gi s c h, G., K ni e v el, J., K o c h, A., H a d er, C., Fi s c h er, U., Al b er s, P., et al. C h a n g e s 

i n hi st o n e d e a c et yl a s e ( H D A C) e x pr e s si o n p att er n s a n d a cti vit y of H D A C i n hi bit or s i n 

ur ot h eli al c a n c er s . Ur ol o gi c O n c ol o g y -S e mi n ar s a n d Ori gi n al I n v e sti g ati o n s , 2 0 1 3, 3 1 , 

1 7 7 0 -1 7 7 9. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. ur ol o n c. 2 0 1 2. 0 6. 0 1 5.  

6 8.  F a br e g at, A., J u p e, S., M att h e w s, L.,  Si dir o p o ul o s, K., Gill e s pi e, M., G ar a p ati, P., et 

al. T h e r e a ct o m e p at h w a y k n o wl e d g e b a s e . N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h , 2 0 1 8, 4 6 , D 6 4 9-

D 6 5 5. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k x 1 1 3 2.  

6 9.  P ej a v er, V., H s u, W. L., Xi n, F. X., D u n k er, A. K., U v er s k y, V. N., R a di v oj a c, P. T h e 

str u ct ur al a n d f u n cti o n al si g n at ur e s of pr ot ei n s t h at u n d er g o m ulti pl e e v e nt s of p o st -

tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n. Pr ot ei n S ci e n c e , 2 0 1 4, 2 3 , 1 0 7 7-1 0 9 3. D OI: 

1 0. 1 0 0 2/ pr o. 2 4 9 4.  

7 0.  P ät z ol d, R., C h ar a ct eri z ati o n of f u n cti o n al v ari a nt s of t h e hi st o n e -m o dif yi n g e n z y m e 

K D M 6 A/ U T X i n li vi n g c ell s u si n g m ulti p ar a m et er fl u or e s c e n c e i m a gi n g s p e ctr o s c o p y, 

M ol e c ul ar P h y si c al C h e mi str y . 2 0 1 8, H ei nri c h -H ei n e -U ni v er sit ät: D ü s s el d orf.  

7 1.  K o s u gi, S., H a s e b e, M., M at s u m ur a, N., T a k a s hi m a, H., Mi y a m ot o -S at o, E., T o mit a, 

M., et al . Si x cl a s s e s of n u cl e ar l o c ali z ati o n si g n al s s p e cifi c t o diff er e nt bi n di n g 

gr o o v e s of i m p orti n al p h a . J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mi str y , 2 0 0 9, 2 8 4 , 4 7 8-4 8 5. D OI: 

1 0. 1 0 7 4/j b c. M 8 0 7 0 1 7 2 0 0.  

7 2.  W a n g, R. W., Br att ai n, M. G. T h e m a xi m al si z e of pr ot ei n t o diff u s e  t hr o u g h t h e 

n u cl e ar p or e i s l ar g er t h a n 6 0 k D a . F E B S L ett er s , 2 0 0 7, 5 8 1 , 3 1 6 4-3 1 7 0. D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j.f e b sl et. 2 0 0 7. 0 5. 0 8 2.  

7 3.  B o hl y, N., Ki st n er, M., B a sti a n s, H. Mil d r e pli c ati o n str e s s c a u s e s a n e u pl oi d y b y 

d er e g ul ati n g mi cr ot u b ul e d y n a mi c s i n mit o si s . C el l C y cl e, 2 0 1 9, 1 8 , 2 7 7 0-2 7 8 3. D OI: 

1 0. 1 0 8 0/ 1 5 3 8 4 1 0 1. 2 0 1 9. 1 6 5 8 4 7 7.  

7 4.  S al mi n a, K., B oj k o, A., I n a s h ki n a, I., St a ni a k, K., D u d k o w s k a, M., P o dl e s ni y, P., et al. 

" Mit oti c sli p p a g e" a n d e xtr a n u cl e ar D N A i n c a n c er c h e m or e si st a n c e: a f o c u s o n 

t el o m er e s. I nt er n ati o n al J o ur n al of M ol e c ul ar S ci e n c e s, 2 0 2 0, 2 1 . D OI: 

1 0. 3 3 9 0/ij m s 2 1 0 8 2 7 7 9.  

7 5.  B a b a, T., Y o s hi d a, T., T a n a b e, Y., Ni s hi m ur a, T., M ori s hit a, S., G ot o h, N., et al. 

C yt o pl a s mi c D N A a c c u m ul ati o n pr ef er e nti all y tri g g er s c ell d e at h of m y el oi d l e u k e mi a 

c ell s b y i n t er a cti n g wit h i ntr a c ell ul ar D N A s e n si n g p at h w a y. C ell D e at h Di s e a s e , 2 0 2 1, 

1 2 , 3 2 2. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 1 9-0 2 1 -0 3 5 8 7 -x.  

7 6.  C h a kr a b ort y, A. A., L a u k k a, T., M yll y k o s ki, M., Ri n g el, A. E., B o o k er, M. A., 

T ol st or u k o v, M. Y., et al. Hi st o n e d e m et h yl a s e K D M 6 A dir e ctl y s e n s e s o x y g e n t o 
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c o ntr ol c hr o m ati n a n d c ell f at e . S ci e n c e , 2 0 1 9, 3 6 3 , 1 2 1 7-+. D OI: 

1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. a a w 1 0 2 6.  

7 7.  C el a, I., Di M att e o, A., F e d eri ci, L. N u cl e o p h o s mi n i n it s i nt er a cti o n wit h li g a n d s . 

I nt er n ati o n al J o ur n al of M ol e c ul ar S ci e n c e s, 2 0 2 0, 2 1 . D OI: 1 0. 3 3 9 0/ij m s 2 1 1 4 4 8 8 5. 

7 8.  S z e b e ni, A., Ol s o n, M. O. J. N u cl e ol ar pr ot ei n B 2 3 h a s m ol e c ul ar c h a p er o n e 

a cti viti e s . Pr ot ei n S ci e n c e , 1 9 9 9, 8 , 9 0 5-9 1 2. D OI: 1 0. 1 1 1 0/ p s. 8. 4. 9 0 5.  

7 9.  G o n z ál e z -Q uir o z, M., Bl o n d el, A., S a gr e d o, A., H et z, C., C h e v et, E., P e d e u x, R. 

W h e n E R pr ot e o st a si s m e et s t h e D N A d a m a g e r e s p o n s e . Tr e n d s i n C ell ul ar Bi ol o g y , 

2 0 2 0, 3 0 , 8 8 1-8 9 1. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.t c b. 2 0 2 0. 0 9. 0 0 2.  

8 0.  Di mitr o v a, E., T ur b erfi el d, A. H., Kl o s e, R. J. Hi st o n e d e m et h yl a s e s i n c hr o m ati n 

bi ol o g y  a n d  b e y o n d . E M B O  R e p ort s ,  2 0 1 5, 1 6 ,  1 6 2 0-1 6 3 9.  D OI: 

1 0. 1 5 2 5 2/ e m br. 2 0 1 5 4 1 1 1 3.  

8 1.  S o m m a, M. P., A n dr e y e v a, E. N., P a vl o v a, G. A., P ell a c a ni, C., B u c ci ar elli, E., 

P o p o v a, J. V., et al. M o o nli g hti n g i n mit o si s: a n al y si s of t h e mit oti c f u n cti o n s of 

tr a n s cri pti o n a n d s pli ci n g f a ct or s. C ell s , 2 0 2 0, 9 . D OI: 1 0. 3 3 9 0/ c ell s 9 0 6 1 5 5 4. 

8 2.  Ali, A., V e er a n ki, S. N., C hi n c h ol e, A., T y a gi, S. M L L/ W D R 5 c o m pl e x r e g ul at e s Kif 2 A 

l o c ali z ati o n t o e n s ur e c hr o m o s o m e c o n gr e s si o n a n d pr o p er s pi n dl e a s s e m bl y d uri n g 

mit o si s . D e v el o p m e nt al C ell , 2 0 1 7, 4 1 , 6 0 5-+. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. d e v c el. 2 0 1 7. 0 5. 0 2 3.  

8 3.  Br y a n, A. F., W a n g, J., H o w ar d, G. C., G u ar n a c ci a, A. D., W o o dl e y, C. M., A h o, E. R., 

et al. W D R 5 i s a c o n s er v e d r e g ul at or of pr ot ei n s y nt h e si s g e n e e x pr e s si o n . N u cl ei c 

A ci d s R e s e ar c h , 2 0 2 0, 4 8 , 2 9 2 4-2 9 4 1. D OI: 1 0 . 1 0 9 3/ n ar/ g k a a 0 5 1. 

8 4.  A mi n, M. A., M at s u n a g a, S., U c hi y a m a, S., F u k ui, K. N u cl e o p h o s mi n i s r e q uir e d f or 

c hr o m o s o m e c o n gr e s si o n, pr o p er mit oti c s pi n dl e f or m ati o n, a n d ki n et o c h or e -

mi cr ot u b ul e att a c h m e nt i n H e L a c ell s . F E B S L ett er s , 2 0 0 8, 5 8 2 , 3 8 3 9-3 8 4 4. D OI : 

1 0. 1 0 1 6/j.f e b sl et. 2 0 0 8. 1 0. 0 2 3.  

8 5.  Willi a m s, R. D. H u m a n ur ol o gi c c a n c er c ell -li n e s. I n v e sti g ati v e Ur ol o g y, 1 9 8 0, 1 7 , 

3 5 9 -3 6 3. D OI: P MI D: 6 2 4 4 2 3 2.  

8 6.  M a st er s, J. R. W., H e p b ur n, P. J., W al k er, L., Hi g h m a n, W. J., Tr ej d o si e wi c z, L. K., 

P o v e y, S., et al. Ti s s u e -c ult ur e m o d el of tr a n siti o n al c ell -c ar ci n o m a - c h ar a ct eri z ati o n 

of 2 2 h u m a n ur ot h eli al c ell -li n e s. C a n c er R e s e ar c h , 1 9 8 6, 4 6 , 3 6 3 0-3 6 3 6. D OI: P MI D: 

3 7 0 8 5 9 4.  

8 7.  M ar s h all, C. J., Fr a n k s, L. M., C ar b o n ell, A. W. M ar k er s of n e o pl a sti c tr a n sf or m ati o n 

i n e pit h eli al -c ell li n e s d eri v e d fr o m h u m a n c ar ci n o m a s . J o ur n al of t h e N ati o n al C a n c er 

I n stit ut e, 1 9 7 7, 5 8 , 1 7 4 3-1 7 5 1. D OI: 1 0. 1 0 9 3/j n ci/ 5 8. 6. 1 7 4 3.  

8 8.  Z eit v o g el, F., S c h mi d, G., H a o, L., I n gi n o, P., O b st, M. S c att er J: A n I m a g e J pl u gi n f or 

t h e e v al u ati o n of a n al yti c al mi cr o s c o p y d at a s et s . J o ur n al of Mi cr o s c o p y , 2 0 1 6, 2 6 1 , 

1 4 8 -1 5 6. D OI: 1 0. 1 1 1 1/j mi. 1 2 1 8 7.  
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C h a pt e r 4 S u p pl e m e nt  

(T e xt a n d fi g ur e s t a k e n or a d a pt e d fr o m m a n u s cri pt 1. ( s e e P u bli c ati o n s  s e cti o n, p a g e 1 8 7 ) 

D A T A FI N D E R:  

A)  F or a d et ail e d d at afi n d er, r ef er t o P:\S F F Pr oj e kt U T X \M et h o d e n Er g e b ni s s e \ 

Li st of e x p eri m e nt I D s ( K O, K O B a n d K O C)  

C h a pt e r 4 -Fi g ur e s u p pl e m e nt 1  

 

Bi oi nf or m ati c a n al y si s of K D M 6 A t et r atri c o p e pti d e r e p e at s . ( A d a pt e d fr o m K o c h et al., 2 0 2 1) A.  

Ali g n m e nt of a n n ot at e d K D M 6 A T P R s u si n g t h e T P R pr e di cti o n a n d ali g n m e nt t o ol  p u bli s h e d i n [ 1]. All 

a n n ot at e d K D M 6 A T P R s wit h t h e gi v e n a mi n o a ci d r a n g e ( s e e l a b el) w er e c o m p ar e d f or t h eir T P R 

c o n s er v ati o n t o t h e c o n s e n s u s s e q u e n c e a s p u bli s h e d i n [ 4] wit h t h e m o st c o n s er v e d a mi n o a ci d s W 4, 

L 7, G 8, Y 1 1, A 2 0, Y 2 4, A 2 7 a n d P 3 0. I d e ntit y a n d p -v al u e s ar e s h o w n o n t h e ri g ht h a n d. T h e 3 4 

a mi n o a ci d T P R m otif c o ul d n ot b e i d e ntifi e d f or T P R 3 ( a a 1 7 0 -1 9 9). C ol or c o di n g a c c or di n g t o 

C L U S T A L W ali g n m e nt. B . s e c o n d ar y str u ct ur e pr e di cti o n of T P R 3 u si n g t h e Q uic k 2 D o n t h e M PI 

Bi oi nf or m ati c s t o ol kit s er v er [ 2, 3] i n di c at e d a hi g h pr o b a bilit y f or a a 1 4-2 6 t o f or m a n α -h eli x, b ut a a 1 -

1 0 t e n d t o f or m eit h er a n α -h eli x or a β -str a n d. Of n ot e, t h e c a n o ni c al 3 4 a a T P R r e p e ati n g u nit f or m s 

t h e cr u ci al h eli x-t ur n-h eli x m otif [ 4]. I n g e n er al, t h e N-t er mi n al T P R s 1-4 s h o w l e s s stri ct c o n s er v ati o n 

t o w ar d s t h e c a n o ni c al T P R s e q u e n c e c o m p ar e d t o t h e C-t er mi n al T P R s 6-8.  

1.  K ar p e n a h alli, M. R., A. N. L u p a s, a n d J. S o e di n g, T P R pr e d: a t o ol f or pr e di cti o n of T P R -, P P R- 
a n d S E LI -li k e r e p e at s fr o m pr ot ei n s e q u e n c e s. B m c Bi oi nf or m ati c s, 2 0 0 7. 8 . 
2.  M c G uffi n, L. J., K. Br y s o n, a n d D. T. J o n e s, T h e P SI P R E D pr ot ei n str u ct ur e pr e di cti o n s er v er.  
Bi oi nf or m ati c s, 2 0 0 0. 1 6 ( 4): p. 4 0 4-4 0 5.  
3.  Zi m m er m a n n, L., et al., A C o m pl et el y R ei m pl e m e nt e d M PI Bi oi nf or m ati c s T o ol kit wit h a N e w 
H H pr e d S er v er at it s C or e.  J o ur n al of M ol e c ul ar Bi ol o g y, 2 0 1 8. 4 3 0 ( 1 5): p. 2 2 3 7-2 2 4 3.  
4.  M ai n, E. R. G., et al., D e si g n of st a bl e al p h a -h eli c al arr a y s fr o m a n i d e ali z e d T P R m otif.  
Str u ct ur e, 2 0 0 3. 1 1 ( 5): p. 4 9 7-5 0 8.  
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C h a pt e r 4 -Fi g ur e s u p pl e m e nt 2  

 

 

 

W e st er n Bl ot c o nt r ol e x p eri m e nt s a n d r a w bl ot s. A .  

e G F P -K D M 6 A T P R w h ol e c ell l y s at e a n d t h e c orr e s p o n di n g I P fr a cti o n w a s s e p ar at e d o n a W e st er n 

Bl ot a n d st ai n e d wit h e G F P ( C S T) or R B B P 5 ( C S T) a nti b o di e s. R B B P 5 pr e ci pit at e d wit h e G F P -

K D M 6 A T P R.  B . D y n a b e a d s w a s hi n g c o ntr ol o n s a m e m e m br a n e, w a s h e d wit h 3 x RI P A li k e b uff er 

( R L B). W hil e K D M 6 A W T p ull s a cl e arl y vi si bl e R B B P 5 b a n d a n d a l o w W D R 5 b a n d, b ot h ar e 

u n d et e ct a bl e i n e G F P -tr a n sf e ct e d c ell s al o n e ( n e g ati v e co ntr ol). C. R a w bl ot s fr o m Fi g ur e 8. L y s at e 

a n d C o -I P f or s el e ct e d K D M 6 A v ari a nt s a n d e G F P. I P a n d c orr e s p o n di n g l y s at e l a n e s w er e al s o o n 

t h e s a m e bl ot. All e x p eri m e nt al c o n diti o n s f or t h e bl ot s pr e s e nt e d w er e k e pt c o n st a nt. D . R a w bl ot s 

fr o m Fi g ur e 3 C/ D. Pr ot ei n l a n e s s h o w n i n m ai n fi g ur e s ar e i n r e d b o x e s. T h e P a g e R ul er Pl u s 

Pr e st ai n e d pr ot ei n l a d d er ( T h er m o Fi s h er) w a s u s e d f or ori e nt ati o n.  
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C h a pt e r 4 -Fi g ur e s u p pl e m e nt 3  

 

C ell ul a r b a c k m a p pi n g i d e ntifi e s c o -l o c ali zi n g pr ot ei n p o p ul ati o n s at e xt r a n u cl e ar D N A 

s e g m e nt s . A. i m a g e s s h o w n i n Fi g u r e 4 , all c h a n n el s. B. A n al y si s of K D M 6 A T P R a n d N P M 1: 

C ell ul ar b a c k m a p pi n g i d e ntifi e s a c ol o c ali zi n g p o p ul ati o n ( or a n g e) a n d fr e e K D M 6 A T P R ( gr e e n) a n d 

N P M 1 (r e d) at c yt o pl a s mi c D N A s e g m e nt s. C.  s c att er pl ot a n al y si s a n d c ell ul ar b a c k m a p pi n g of 

K D M 6 A v ari a nt s a n d D A PI a s i n di c at or of K D M 6 A -D N A c o m pl e x e s. I n K D M 6 A W T s c att er pl ot w e 

i d e ntifi e d f o ur p o p ul ati o n s: 1 = c yt o pl a s mi c K D M 6 A ( wit h o ut D A PI) a n d 4 = D A PI ( wit h o ut K D M 6 A), a s 

w ell a s, p o p ul ati o n s # 2 a n d # 3, w hi c h r e s e m bl e diff er e nt r ati o s of K D M 6 A -D N A c o m pl e x e s. P o p ul ati o n 

2 i s l o c at e d at t h e l a mi n a a n d i n n u cl e ol ar p u n ct a, a n d p o p ul ati o n 3 i s l o c at e d wit hi n t h e n u cl e o pl a s m. 

S u b stit uti o n v ari a nt T 7 2 6 K s h o w s mi n or diff er e n c e s i n p o p ul ati o n s # 2 a n d # 4, a s t h e l a mi n a i n # 2 i s 

l e s s cl e arl y vi si bl e, b ut str o n gl y e nri c h e d i n p o p ul ati o n # 4. C o nt o ur s c att er pl ot of J mj C or T P R wit h 

D A PI i d e ntifi e d o nl y t hr e e p o p ul ati o n s, wit h p o p ul ati o n # 1 b ei n g a b s e nt. B a c k m a p pi n g cl e arl y 

i n di c at e s c o m p art m e nt-wi s e l o c ali z ati o n of  diff er e nt D A PI -K D M 6 A J mj C or T P R c o m p o siti o n s.   
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Di stri b uti o n a n d e x p r e s si o n l e v el s of p -γ H 2 A. x a n d R A D 5 1 aft e r K D M 6 A o v er e x pr e s si o n a n d 

e n d o g e n o u s l o c ali z ati o n of K D M 6 A d u ri n g mit o si s . A . p-γ H 2 A. x pr ot ei n l e v el i n u ntr a n sf e ct e d a n d 

K D M 6 A v ari a nt s tr a n sf e ct e d T -2 4 c ell s. N ot e, t h at e v e n i n str o n gl y o v er e x pr e s s e d K D M 6 A W T c ell s, p -

γ H 2 A. x w a s n ot i n cr e a s e d, b ut str o n gl y i n K D M 6 A J mj C a n d Δ T P R c ell s. B . e n d o g e n o u s l o c ali z ati o n 

of K D M 6 A ( C S T a nti b o d y, 2 n d  a nti b o d y g o at -a nti -r a b bit A b St ar r e d) a s i m a g e d wit h L ei c a S T E D S P 8 i n 

H B L A K c ell s. F or S T E D, t h e s a m pl e w a s d e pl et e d wit h 3 5 % of 7 7 5 n m l a s er. C . R A D 5 1 pr ot ei n s w er e 

d et e ct e d at a p er si sti n g c hr o m ati n bri d g e of t w o d a u g ht er c ell s, wit h c ell 1 b ei n g K D M 6 A Δ T P R 

p o siti v e. T h e i m a g e w a s t a k e n wit h A b b eri or S T E D, e x cit ati o n l a s er 6 4 0 n m 5 % a n d d e pl eti o n l a s er 

7 7 5 n m wit h 4 0 %.  
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S c h e m ati c w or ki n g p ri n ci pl e of m ut a g e n e si s t e st e d f or g e n er ati o n of K D M 6 A s u b stit uti o n 

v ari a nt s.  Q ui k -c h a n g e m ut a g e n e si s w or k e d b e st aft er e st a bli s hi n g Pri m e S T A R G X L ® p ol y m er a s e 

a n d o pti mi z ati o n of pri m er. S LI M - a n d O E -m ut a g e n e si s ar e f urt h er f ut urr e o pti o n s f or m or e c o m pl e x 

c o n str u ct s.  
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C h a pt e r 4 -Fi g ur e s u p p l e m e nt 7 

 

Pl a s mi d m a p of t h e e G F P -T P R -S P O T c o n str u ct i n p E G F P -C 1.  T P R a n d e xt e n si o n w er e cl o n e d i nt o 

t h e l e a di n g p art of t h e M C S, u si n g it a s a n eff e cti v e li n k er b et w e e n S P O T, P ol y-K ( s ol -t a g) at t h e e n d 

of t h e M C S.  
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C h a pt e r 4 -Fi g ur e s u p pl e m e nt 8  

 

Pl a s mi d m a p of t h e s u b stit uti o n m ut ati o n s i n i n p c D N A 3. 1( +).  Si n gl e s u b stit uti o n s w er e m ut at e d 

at t h e r e s p e cti v e sit e s. A pri m er n et w or k w a s e st a bli s h t o all o w f ull s e q u e n ci n g of t h e c o n str u ct.  
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C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1  

Lit er at u r e m et a -a s s e s s m e nt of K D M 6 A i nt e r a cti o n p art n er s . Gr o u p e d vi a m ai n f u n cti o n alit y or 

c o m pl e x -affili ati o n. I nt er a cti o n s o ur c e s wit h m or e t h a n t w o i n d e p e n d e nt p u bli c ati o n s ar e i n di c at e d i n 

b ol d f o nt.  

C o m p a s s -c o m pl e x  

R B B P 5  ( S h p ar g el, S e n g o k u, Y o k o y a m a, & M a g n u s o n, 2 0 1 2) , ( Y a n g et al., 2 0 1 9), 

( B e n y o u c ef et al., 2 0 1 6), ( V a n d a m m e et al., 2 0 1 2), ( S h p ar g el, St ar m er, W a n g, G e, 

& M a g n u s o n, 2 0 1 7) , ( L a n g et al., 2 0 1 9) 

A S H 2 L  ( K at o et al.), ( B e n y o u c ef et al., 2 0 1 6), ( V a n d a m m e et al., 2 0 1 2), ( R o c h a-Vi e g a s et 

al., 2 0 1 4)  

K M T 2 D  ( V a n d a m m e et al., 2 0 1 2), ( Ki m et al., 2 0 1 4), ( Ri c k el s et al., 2 0 2 0) 

P TI P/ P A XI P 1  ( Y a n g et al., 2 0 1 9), ( B e n y o u c ef et al., 2 0 1 6), ( V a n d a m m e et al., 2 0 1 2) 

W D R 5  ( B e n y o u c ef et al., 2 0 1 6), ( V a n d a m m e et al., 2 0 1 2) 

K M T 2 C  ( V a n d a m m e et al., 2 0 1 2) 

P A 1  ( B e n y o u c ef et al., 2 0 1 6) 

K M T 2 B  ( L e n g et al., 2 0 2 0) 

Tr a n s cri pti o n, t r a n s cri pti o n f a ct or s a n d pr o m ot or s  

C B P  ( Ti e, B a n erj e e, C o nr a d, S c a c h eri, & H art e, 2 0 1 2) , ( Z h a et al., 2 0 1 5), ( Z h a et al., 

2 0 1 6) , ( Xi e et al., 2 0 1 7) 

p 3 0 0  ( W at a n a b e et al., 2 0 1 9), ( W a n g et al., 2 0 1 7)  

N C O A 6  ( B e n y o u c ef et al., 2 0 1 6), ( R o c h a-Vi e g a s et al., 2 0 1 4)  

R N A -P ol II  ( S mit h et al., 2 0 0 8) 

T A L 1  ( B e n y o u c ef et al., 2 0 1 6) 

G A T A 3  ( Y u et al., 2 0 1 9) 

G A T A D B 2  ( Bi s w a s et al., 2 0 1 9) 

H N F 1 A  ( K ali s z et al., 2 0 2 0) 

Β -C at e ni n  ( L e n g et al., 2 0 2 0) 

O R F 5 0  ( R o s s ett o & P ari, 2 0 1 2) 

J u n B  ( B e y a z et al., 2 0 1 7) 

O ct -1  ( P er o v a n o vi c, S h e n, W u, & T a nti n, 2 0 2 0) 

Z B T 1 6  ( B e y a z et al., 2 0 1 7) 

D N A -d a m a g e a n d r e p air  

p 5 3  ( C h e n et al., 2 0 1 9), ( Z h a n g et al., 2 0 1 3), ( G a o et al., 2 0 1 9) 

p 5 3 B P 1  ( Y a n g et al., 2 0 1 9) 

R A D 5 0  ( C h e n et al., 2 0 1 9) 

C hr o m ati n r e m o d eli n g  



1 8 8  
 

B R M  ( Ti e et al., 2 0 1 2) 

M T A 1  ( Bi s w a s et al., 2 0 1 9) 

M T A 2  ( Bi s w a s et al., 2 0 1 9) 

C H D 4  ( Bi s w a s et al., 2 0 1 9) 

R B B P 4  ( Bi s w a s et al., 2 0 1 9) 

R e c e pt or s  

R X R/ R A R  ( W a n g et al., 2 0 1 7), ( R o c h a-Vi e g a s et al., 2 0 1 4)  

E R α  ( Xi e et al., 2 0 1 7) 

Hi st o n e s  

H 3  ( H o n g et al., 2 0 0 7) 

Hi st o n e d e m et h yl a s e s  

K D M 6 A  ( S h p ar g el et al., 2 0 1 2) 

K D M 6 C  ( S h p ar g el et al., 2 0 1 2) 

K D M 7 A  ( Xi e et al., 2 0 1 7) 

 

 

B e n y o u c ef, A., P alii, C. G., W a n g, C. C., P ort er, C. J., C h u, A., D ai, F. T., . . . Br a n d, M. ( 2 0 1 6). U T X 
i n hi biti o n a s s el e cti v e e pi g e n eti c t h er a p y a g ai n st T A L 1-dri v e n T -c ell a c ut e l y m p h o bl a sti c l e u k e mi a. 
G e n e s & D e v el o p m e nt, 3 0 ( 5), 5 0 8-5 2 1. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ g a d. 2 7 6 7 9 0. 1 1 5  
B e y a z, S., Ki m, J. H., Pi n ell o, L., Xif ar a s, M. E., H u, Y., H u a n g, J. L., . . . Wi n a u, F. ( 2 0 1 7). T h e 
hi st o n e d e m et h yl a s e U T X r e g ul at e s t h e li n e a g e -s p e cifi c e pi g e n eti c pr o gr a m of i n v ari a nt n at ur al kill er T 
c ell s. N at ur e I m m u n ol o g y, 1 8 ( 2), 1 8 4 -1 9 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ ni. 3 6 4 4  
Bi s w a s, M., C h att erj e e, S. S., B oil a, L. D., C h a kr a b ort y, S., B a n erj e e, D., & S e n g u pt a, A. ( 2 0 1 9). 
M B D 3/ N u R D l o s s p arti ci p at e s wit h K D M 6 A pr o gr a m t o pr o m ot e D O C K 5/ 8 e x pr e s si o n a n d R a c 
G T P a s e a cti v ati o n i n h u m a n a c ut e m y el oi d l e u k e mi a. F a s e b J o ur n al, 3 3 ( 4), 5 2 6 8-5 2 8 6. 
d oi: 1 0. 1 0 9 6/fj. 2 0 1 8 0 1 0 3 5 R  
C h e n, H., H u a n g, Y. X., Z h u, X. Q., Li u, C., Y u a n, Y. M., S u, H., . . . H u a n g, K. ( 2 0 1 9). Hi st o n e 
d e m et h yl a s e U T X i s a t h er a p e uti c t ar g et f or di a b eti c ki d n e y di s e a s e. J o ur n al of P h y si ol o g y -L o n d o n, 
5 9 7 ( 6), 1 6 4 3-1 6 6 0. d oi: 1 0. 1 1 1 3/j p 2 7 7 3 6 7  
G a o, J., Z o u, J., Li, J., Z h a n g, Y., Qi a o, L., W a n g, F., . . . Li u, C. ( 2 0 1 9). F ol at e d efi ci e n c y f a cilit at e s 
c o or di n ati o n of K D M 6 A wit h p 5 3 i n r e s p o n s e t o D N A d a m a g e. bi o R xi v , 5 9 1 7 6 8. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 5 9 1 7 6 8 
H o n g,  S. H., C h o, Y. W., Y u, L. R., Y u, H., V e e n str a, T. D., & G e, K. ( 2 0 0 7). I d e ntifi c ati o n of J mj C 
d o m ai n -c o nt ai ni n g U T X a n d J M J D 3 a s hi st o n e H 3 l y si n e 2 7 d e m et h yl a s e s. Pr o c e e di n g s of t h e 
N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a, 1 0 4 ( 4 7), 1 8 4 3 9 -1 8 4 4 4. 
d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 7 0 7 2 9 2 1 0 4  
K ali s z, M., B er n ar d o, E., B e u c h er, A., M a e str o, M. A., d el P o z o, N., Mill a n, I., . . . F err er, J. ( 2 0 2 0). 
H N F 1 A r e cr uit s K D M 6 A t o a cti v at e diff er e nti at e d a ci n ar c ell pr o gr a m s t h at s u p pr e s s p a n cr e ati c 
c a n c er. E m b o J o ur n al, 3 9 ( 9). d oi: 1 0. 1 5 2 5 2/ e m bj. 2 0 1 9 1 0 2 8 0 8 
K at o, H., A s a mit s u, K., S u n, W. D., Kit aji m a, S., Y o s hi z a w a -S u g at a, N., O k a m ot o, T., . . . P o elli n g er, L. 
C a n c er -d eri v e d U T X T P R m ut ati o n s G 1 3 7 V a n d D 3 3 6 G i m p air i nt er a cti o n wit h M L L 3/ 4 c o m pl e x e s a n d 
aff e ct U T X s u b c ell ul ar l o c ali z ati o n. O n c o g e n e . d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 3 8 8-0 2 0 -1 2 1 8 -3  
Ki m, J. H., S h ar m a, A., D h ar, S. S., L e e, S. H., G u, B., C h a n, C. H., . . . L e e, M. G. ( 2 0 1 4). U T X a n d 
M L L 4 C o or di n at el y R e g ul at e Tr a n s cri pti o n al Pr o gr a m s f or C ell Pr olif er ati o n a n d I n v a si v e n e s s i n 
Br e a st C a n c er C ell s. C a n c er R e s e ar c h, 7 4 ( 6), 1 7 0 5-1 7 1 7. d oi: 1 0. 1 1 5 8/ 0 0 0 8 -5 4 7 2. C a n -1 3 -1 8 9 6  
L a n g, A., Yil m a z, M., H a d er, C., M ur d a y, S., K u n z, X., W a g n er, N., . . . S c h ul z, W. A. ( 2 0 1 9). 
C o nti n g e n ci e s  of  U T X/ K D M 6 A  A cti o n  i n  Ur ot h eli al  C ar ci n o m a. C a n c er s,  1 1 ( 4). 
d oi: 1 0. 3 3 9 0/ c a n c er s 1 1 0 4 0 4 8 1  



1 8 9  
 

L e n g, X., W a n g, J., A n, N., W a n g, X., S u n, Y., & C h e n, Z. ( 2 0 2 0). Hi st o n e 3 l y si n e -2 7 d e m et h yl a s e 
K D M 6 A c o or di n at e s wit h K M T 2 B t o pl a y a n o n c o g e ni c r ol e i n N S C L C b y r e g ul ati n g H 3 K 4 m e 3. 
O n c o g e n e, 3 9 ( 4 1), 6 4 6 8-6 4 7 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 3 8 8 -0 2 0 -0 1 4 4 9 -y  
P er o v a n o vi c, J., S h e n, Z., W u, Y., & T a nti n, D. ( 2 0 2 0). O ct 1 r e cr uit s t h e hi st o n e l y si n e d e m et h yl a s e 
Ut x  t o  c a n ali z e  li n e a g e  s p e cifi c ati o n. bi o R xi v ,  2 0 2 0. 2 0 1 2. 2 0 0 1. 4 0 6 4 8 8. 
d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 0. 1 2. 0 1. 4 0 6 4 8 8  
Ri c k el s, R., W a n g, L., I w a n a s z k o, M., O z ar k, P. A., M or g a n, M. A., Pi u nti, A., . . . S hil atif ar d, A. ( 2 0 2 0). 
A s m all U T X st a bili z ati o n d o m ai n of Trr i s c o n s er v e d wit hi n m a m m ali a n M L L 3 -4/ C O M P A S S a n d i s 
s uffi ci e nt t o r e s c u e l o s s of vi a bilit y i n n ull a ni m al s. G e n e s & D e v el o p m e nt, 3 4 ( 2 1-2 2), 1 4 9 3 -1 5 0 2. 
d oi: 1 0. 1 1 0 1/ g a d. 3 3 9 7 6 2. 1 2 0  
R o c h a -Vi e g a s, L., Vill a, R., G uti err e z, A., Iri o n d o, O., S hi e k h att ar, R., & Di Cr o c e, L. ( 2 0 1 4). R ol e of 
U T X i n R eti n oi c A ci d R e c e pt or -M e di at e d G e n e R e g ul ati o n i n L e u k e mi a. M ol e c ul ar a n d C ell ul ar 
Bi ol o g y, 3 4 ( 19), 3 7 6 5 -3 7 7 5. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ m c b. 0 0 8 3 9 -1 4  
R o s s ett o, C. C., & P ari, G. ( 2 0 1 2). K S H V P A N R N A A s s o ci at e s wit h D e m et h yl a s e s U T X a n d J M J D 3 t o 
A cti v at e L yti c R e pli c ati o n t hr o u g h a P h y si c al I nt er a cti o n wit h t h e Vir u s G e n o m e. Pl o s P at h o g e n s, 8 ( 5). 
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n a l. p p at. 1 0 0 2 6 8 0 
S h p ar g el, K. B., S e n g o k u, T., Y o k o y a m a, S., & M a g n u s o n, T. ( 2 0 1 2). U T X a n d U T Y D e m o n str at e 
Hi st o n e D e m et h yl a s e -I n d e p e n d e nt F u n cti o n i n M o u s e E m br y o ni c D e v el o p m e nt. Pl o s G e n eti c s, 8 ( 9), 
1 7. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p g e n. 1 0 0 2 9 6 4  
S h p ar g el, K. B., St ar m er, J., W a n g, C. C., G e, K., & M a g n u s o n, T. ( 2 0 1 7). U T X -g ui d e d n e ur al cr e st 
f u n cti o n u n d erli e s cr a ni of a ci al f e at ur e s of K a b u ki s y n dr o m e. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of 
S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a, 1 1 4 ( 4 3), E 9 0 4 6-E 9 0 5 5. d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 7 0 5 0 1 1 1 1 4  
S mit h, E. R., L e e, M. G., Wi nt er, B., Dr o z, N. M., Ei s s e n b er g, J. C., S hi e k h att ar, R., & S hil atif ar d, A. 
( 2 0 0 8). Dr o s o p hil a U T X i s a hi st o n e H 3 L y s 2 7 d e m et h yl a s e t h at c ol o c ali z e s wit h t h e el o n g ati n g f or m 
of R N A p ol y m er a s e II. M ol e c ul ar a n d C ell ul ar Bi ol o g y, 2 8 ( 3), 1 0 4 1-1 0 4 6. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ m c b. 0 1 5 0 4 -0 7  
Ti e, F., B a n erj e e, R., C o nr a d, P. A., S c a c h eri, P. C., & H art e, P. J. ( 2 0 1 2). Hi st o n e D e m et h yl a s e U T X 
a n d C hr o m ati n R e m o d el er B R M Bi n d Dir e ctl y t o C B P a n d M o d ul at e A c et yl ati o n of Hi st o n e H 3 L y si n e  
2 7. M ol e c ul ar a n d C ell ul ar Bi ol o g y, 3 2 ( 1 2), 2 3 2 3-2 3 3 4. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ m c b. 0 6 3 9 2 -1 1  
V a n d a m m e, J., L etti er, G., Si d oli, S., Di S c hi a vi, E., J e n s e n, O. N., & S al ci ni, A. E. ( 2 0 1 2). T h e C. 
el e g a n s H 3 K 2 7 D e m et h yl a s e U T X -1 I s E s s e nti al f or N or m al D e v el o p m e nt, I n d e p e n d e nt of It s 
E n z y m ati c A cti vit y. Pl o s G e n eti c s, 8 ( 5). d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p g e n. 1 0 0 2 6 4 7 
W a n g, S. P., T a n g, Z. Y., C h e n, C. W., S hi m a d a, M., K o c h e, R. P., W a n g, L. H., . . . R o e d er, R. G. 
( 2 0 1 7). A U T X-M L L 4 -p 3 0 0 Tr a n s cri pti o n al R e g ul at or y N et w or k C o or di n at el y S h a p e s A cti v e E n h a n c er 
L a n d s c a p e s f or Eli citi n g Tr a n s cri pti o n. M ol e c ul ar C ell, 6 7 ( 2), 3 0 8-+. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. m ol c el. 2 0 1 7. 0 6. 0 2 8  
W at a n a b e, S., S hi m a d a, S., A ki y a m a, Y., I s hi k a w a, Y., O g ur a, T., O g a w a, K., . . . T a n a k a, S. ( 2 0 1 9). 
L o s s of K D M 6 A c h ar a ct eri z e s a p o or pr o g n o sti c s u bt y p e of h u m a n p a n cr e ati c c a n c er a n d p ot e nti at e s 
H D A C i n hi bit or l et h alit y. I nt er n ati o n al J o ur n al of C a n c er, 1 4 5( 1), 1 9 2-2 0 5. d oi: 1 0. 1 0 0 2/ij c. 3 2 0 7 2  
Xi e, G., Li u, X., Z h a n g, Y., Li, W., Li u, S., C h e n, Z., . . . Li a n g, J. ( 2 0 1 7). U T X pr o m ot e s h or m o n all y 
r e s p o n si v e br e a st c ar ci n o g e n e si s t hr o u g h f e e d -f or w ar d tr a n s cri pti o n r e g ul ati o n wit h e str o g e n r e c e pt or. 
O n c o g e n e, 3 6 ( 3 9), 5 4 9 7-5 5 1 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ o n c. 2 0 1 7. 1 5 7  
Y a n g, X. Y., X u, B. S., M ul v e y, B., E v a n s, M., J or d a n, S., W a n g, Y. D., . . . P e n g, J. C. ( 2 0 1 9). 
Diff er e nti ati o n of h u m a n pl uri p ot e nt st e m c ell s i nt o n e ur o n s or c orti c al or g a n oi d s r e q uir e s 
tr a n s cri pti o n al c o-r e g ul ati o n b y U T X a n d 5 3 B P 1. N at ur e N e ur o s ci e n c e, 2 2 ( 3), 3 6 2-+. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 3 -0 1 8 -0 3 2 8 -5  
Y u, W. Q., H u a n g, W., Y a n g, Y., Qi u, R. F., Z e n g, Y., H o u, Y. Q., . . . W a n g, Y. ( 2 0 1 9). G A T A 3 r e cr uit s 
U T X f or g e n e tr a n s cri pti o n al a cti v ati o n t o s u p pr e s s m et a st a si s of br e a st c a n c er. C ell D e at h & Di s e a s e, 
1 0 . d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 1 9-0 1 9 -2 0 6 2 -7  
Z h a, L., C a o, Q., C ui, X., Li, F. F., Li a n g, H. J ., X u e, B. Z., & S hi, H. ( 2 0 1 6). E pi g e n eti c r e g ul ati o n of E-
c a d h eri n e x pr e s si o n b y t h e hi st o n e d e m et h yl a s e U T X i n c ol o n c a n c er c ell s. M e di c al O n c ol o g y, 3 3 ( 3), 
1 1. d oi: 1 0. 1 0 0 7/ s 1 2 0 3 2 -0 1 6 -0 7 3 4 -z  
Z h a, L., Li, F. F., W u, R., Arti ni a n, L., R e h d er, V., Y u, L. Q. , . . . S hi, H. ( 2 0 1 5). T h e Hi st o n e 
D e m et h yl a s e U T X Pr o m ot e s Br o w n A di p o c yt e T h er m o g e ni c Pr o gr a m Vi a C o or di n at e d R e g ul ati o n of 
H 3 K 2 7 D e m et h yl ati o n a n d A c et yl ati o n. J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mi str y, 2 9 0 ( 4 1), 2 5 1 5 1-2 5 1 6 3. 
d oi: 1 0. 1 0 7 4/j b c. M 1 1 5. 6 6 2 6 5 0  
Z h a n g, C.  W., H o n g, Z. H., M a, W. C., M a, D., Qi a n, Y. C., Xi e, W., . . . F a n g, M. ( 2 0 1 3). Dr o s o p hil a 
U T X C o or di n at e s wit h p 5 3 t o R e g ul at e k u 8 0 E x pr e s si o n i n R e s p o n s e t o D N A D a m a g e. Pl o s O n e, 
8 ( 1 1). d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 7 8 6 5 2  
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C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 2  

P T M pr e di cti o n s f or all r e si d u e s m ut at e d i n o ur st u d y, b ot h i n ori gi n al st at e a n d aft er 

m ut a g e n e si s.  

M ut ati o n:  W T P T M ( pr e di ct e d):  M ut a nt P T M ( pr e di ct e d):  

E 3 1 5 Q  E 3 1 5: Pr ot e ol yti c cl e a v a g e (l o w 

c o nf.)  

Q 3 1 5:  Pr ot e ol yti c  cl e a v a g e  (l o w 

c o nfi d e n c e)  

Q 3 1 5: P yrr oli d o n e C ar b o x yli c a ci d ( m e d. 

c o nf.)  

D 3 3 6 G  D 3 3 6: n o n e  G 3 3 6: n o n e  

T 7 2 6 K  T 7 2 6:  P h o s p h or yl ati o n  (l o w 

c o nfi d e n c e)  

T 7 2 6:  Pr ot e ol yti c  cl e a v a g e 

( m e di u m c o nfi d e n c e) 

K 7 2 6: A c et yl ati o n (l o w c o nfi d e n c e)  

K 7 2 6: Pr ot e ol yti c cl e a v a g e ( m e di u m c o nf.)  

K 7 2 6: M et h yl ati o n ( hi g h c o nfi d e n c e) 

K 7 2 6: P U P yl ati o n ( m e di u m c o nfi d e n c e)  

K 7 2 6: U bi q uiti n ati o n (l o w c o nfi d e n c e)  

T 7 2 6 V  T 7 2 6: A s a b o v e  V 7 2 6: n o n e  

P 9 6 6 R  P 9 6 6: n o n e  R 9 6 6: n o n e  

Q 1 1 3 3 A  Q 1 1 3 3: A mi d ati o n  ( m e di u m 

c o nfi d e n c e)  

A 1 1 3 3: n o n e  

H 1 3 2 9 A  H 1 3 2 9: n o n e  A 1 3 2 9: n o n e  

V 1 3 3 8 F  V 1 3 3 8: n o n e  F 1 3 3 8: A mi d ati o n  ( hi g h c o nfi d e n c e)  

C 1 3 6 1 Y  C 1 3 6 1:  Di s ulfi d e  ( m e di u m 

c o nfi d e n c e)  

Y 1 3 6 1: n o n e  

 

P ej a v er, V., et al., T h e str u ct ur al a n d f u n cti o n al si g n at ur e s of pr ot ei n s t h at u n d er g o m ulti pl e e v e nt s of 
p o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n. Pr ot ei n S ci e n c e, 2 0 1 4. 2 3( 8): p. 1 0 7 7 -1 0 9 3.  
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C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 3  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n 

t e xt.  

S p e ci e s  e G F P -K D M 6 A D o nl y  K D M 6 A -t a g G F P 2 D o nl y 

Fit -N br  1  2  3  1  2  3  

b g  2 2 9. 6 3 2  1 6 2. 7 7 2  1 9 1. 7 6 3  2 8 7. 5 2 0  1 9 6. 5 8 1  5 6. 2 8 8  

dt  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 5 4 1. 4 2 8  1 8 8. 2 6 7  7 6 8. 4 8 6  6 0 3. 0 8 8  8 9 1. 5 7 4  1 4 2 5. 4 9 7  

n 0  2 6 2 1 1 5 3. 8 1 3  2 7 1 6 1 3 9. 6 1 3  1 8 6 8 9 6 7. 5 2 4  2 9 8 8 3 4 6. 9 5 8  1 8 5 3 7 7 0. 0 2 1  6 4 1 7 8 9. 2 3 2  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 3. 0 9 6  2. 7 1 1  2. 9 7 0  3. 0 8 4  3. 0 6 0  3. 9 0 5  

t L 2 2. 0 3 6  1. 6 6 8  1. 9 7 3  1. 7 8 4  1. 8 0 8  2. 4 2 2  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s -0. 5 3 3  -0. 4 5 2  -0. 6 2 5  -0. 1 9 8  -0. 3 5 9  -0. 1 3 1  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x L 1  0. 3 7 9  0. 7 0 5  0. 4 4 2  0. 6 6 6  0. 7 0 0  0. 2 1 5  

x L 2  0. 6 2 1  0. 2 9 5  0. 5 5 8  0. 3 3 4  0. 3 0 0  0. 7 8 5  

C hi 2r  1. 0 2 1 2  1. 0 0 2 5  1. 0 6 9 7  1. 0 6 8 9  0. 9 6 4 2  1. 0 6 1 3  
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C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 4  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n 

t e xt.  

S p e ci e s  e G F P -K D M 6 A/ m C h -R B B P 5  

Fit -N br  1  2  3  4  5  6  

b g  6 6. 4 3 9  2 4 1. 8 2 1  2 5 8. 4 7 0  2 4 0. 1 3 9  3 5 9. 4 8 4  3 4 2. 8 7 1  

dt  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 1 7 8. 4 6 4  1 5 2 3. 1 9 2  1 0 0 8. 2 7 0  1 3 0 6. 8 9 6  2 6 9. 4 7 2  2 1 6. 5 6 3  

n 0  1 4 0 9 5 0 8. 5 8 0  2 7 6 8 6 8 3. 7 3 8  2 8 8 6 1 0 4. 1 3 3  2 5 1 5 7 7 6. 4 3 7  3 6 7 3 9 3 3. 8 1 4  3 8 1 4 9 9 4. 3 1 8  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 2. 6 5 2  2. 9 4 8  2. 7 6 6  3. 2 7 2  2. 7 0 5  2. 6 5 0  

t L 2 1. 4 7 2  1. 9 4 7  1. 6 8 4  2. 1 7 1  1. 5 4 3  1. 5 1 3  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s 0. 3 9 5  0. 1 7 3  -0. 0 6 5  0. 0 9 3  0. 0 6 5  -0. 0 4 7  

wi n -
si z e  

1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x L 1  0. 8 0 0  0. 4 7 0  0. 6 7 7  0. 2 6 5  0. 7 1 6  0. 7 7 6  

x L 2  0. 2 0 0  0. 5 3 0  0. 3 2 3  0. 7 3 5  0. 2 8 4  0. 2 2 4  

C hi 2r  1. 0 3 1 2  1. 1 2 1 6  1. 0 3 0 6  1. 0 3 6 2  1. 0 8 0 7  0. 9 7 5 3  
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C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 5  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n 

t e xt.  

S p e ci e s  e G F P -K D M 6 A/ R B B P 5 -m C h  

Fit -N br  1  2  3  4  5  6  

b g  9. 8 3 4  2 9. 3 3 8  7 9. 1 5 6  8 7. 4 1 1  3 3. 4 4 1  2 2 9. 4 7 1  

dt  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 1 0 2 0. 7 7 9  2 8 8. 1 7 5  2 3 1 6. 3 6 0  9 4 9. 5 8 2  1 7 5. 7 6 5  1 1 5 9. 6 7 7  

n 0  9 3 2 6 3. 1 8 3  2 7 0 5 5 9. 3 1 4  7 9 9 5 5 4. 9 5 5  9 1 2 8 9 3. 0 8 6  5 7 1 6 6 4. 7 4 5  1 9 3 3 4 0 7. 8 4 4  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 2. 6 3 7  2. 5 5 4  2. 8 5 2  2. 8 9 6  2. 6 6 1  2. 7 8 3  

t L 2 1. 1 5 4  1. 0 9 3  1. 8 4 3  2. 0 0 7  1. 4 2 1  1. 9 2 7  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s 0. 2 2 1  0. 0 1 0  -0. 1 8 8  -0. 2 3 8  -0. 2 9 4  -0. 2 9 5  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x L 1  0. 8 8 6  0. 9 0 2  0. 5 7 0  0. 4 8 5  0. 8 0 9  0. 6 2 1  

x L 2  0. 1 1 4  0. 0 9 8  0. 4 3 0  0. 5 1 5  0. 1 9 1  0. 3 7 9  

C hi 2r  1. 0 4 0 7  1. 0 4 4 1  0. 9 9 0 6  1. 0 1 3 6  0. 9 8 4 1  1. 0 6 5 5  

 



1 9 4  
 

C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 6  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n 

t e xt.  

S p e ci e s  K D M 6 A -t a g G F P 2/ m C h-R B B P 5  

Fit -N br  1  2  3  4  5  

b g  4 9. 1 7 5  1 0 5. 1 4 0  1 8 2. 5 3 3  5 2. 2 6 6  5 5. 2 8 3  

dt  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 2 6 9 6. 0 3 5  1 1 4 4. 3 2 3  8 3 0. 9 7 1  6 7 6 1. 8 0 0  1 7 9. 3 6 5  

n 0  5 8 4 5 5 6. 4 4 4  1 0 8 0 4 4 5. 7 9 0  1 9 6 4 0 2 0. 0 6 8  1 7 3 2 9 1 9. 9 2 9  1 5 1 5 4 2 6. 6 2 8  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 3. 4 6 0  3. 1 8 4  2. 0 2 1  0. 0 0 0  3. 0 0 9  

t L 2 2. 2 9 5  2. 0 7 0  3. 2 0 3  2. 7 5 5  1. 6 8 0  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s 0. 6 7 0  0. 5 6 5  0. 4 1 0  -1. 4 1 5  0. 5 3 8  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x L 1  0. 4 0 8  0. 5 6 5  0. 4 1 6  0. 8 0 9  0. 7 3 1  

x L 2  0. 5 9 2  0. 4 3 5  0. 5 8 4  0. 1 9 1  0. 2 6 9  

C hi 2r  1. 1 2 1 6  1. 1 0 8 5  1. 0 5 2 2  1. 1 0 9 4  0. 9 4 8 7  
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C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 7  

P ar a m et er s w hi c h ar e fitt e d ar e gi v e n i n b ol d , li n k e d p ar a m et er s i n it ali c. fi x e d p ar a m et er s ar e pl ai n 

t e xt.  

S p e ci e s  K D M 6 A -t a g G F P 2/ R B B P 5-m C h  

Fit -N br  1  2  3  4  5  

b g  3 4. 8 7 0  3 5. 3 1 5  9 4. 4 9 0  1 1. 7 0 9  1 1 4. 1 9 0  

dt  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  0. 0 3 2  

g  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

l 1 0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  0. 0 3 1  

l 2 0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  0. 0 3 7  

l b 2 5 6. 5 2 5  2 5 9 7. 3 9 4  5 4 1. 2 7 3  3 5 7 1. 4 0 6  1 1 3 9. 5 3 2  

n 0  2 7 6 0 4 6. 3 5 7  5 4 6 9 3 6. 6 6 7  8 2 7 4 2 2. 2 7 7  2 6 1 9 5 0. 8 5 1  9 7 3 3 9 8. 6 6 7  

r 0 0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  0. 3 8 0  

r e p 4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  4 0. 0 0 0  

s c  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st art  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  0. 0 0 0  

st o p  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  3 2. 7 6 8  

t B g 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t D e a d 8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  8 5. 0 0 0  

t L 1 2. 8 8 6  5. 2 0 5  1. 6 0 3  2. 5 5 4  3. 1 6 5  

t L 2 1. 1 3 3  2. 6 2 2  2. 9 7 7  5. 4 9 4  1. 9 7 9  

t M e a s 1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  1. 0 0 0  

t s 0. 2 3 3  0. 6 3 4  0. 0 9 5  0. 4 8 0  1. 0 7 5  

wi n -si z e  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  1 7. 0 0 0  

x L 1  0. 8 9 4  0. 0 6 9  0. 1 9 4  0. 9 1 8  0. 3 8 3  

x L 2  0. 1 0 6  0. 9 3 1  0. 8 0 6  0. 0 8 2  0. 6 1 7  

C hi 2r  0. 8 3 1 0  0. 9 2 8 8  0. 8 8 4 8  1. 0 6 8 8  1. 0 5 7 3  
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C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 8  

S c ori n g r e s ult s fr o m Fi g. 1 5 ( A d a pt e d fr o m K o c h et al., 2 0 2 1)  

T -2 4  
U ntr a n sf e ct e d  
( n = 8 1 5) 

[ bi n u cl.] 
% n or m al  

[ bi n u cl.] 
% d m g  

[ bi n u cl.] 
% M N  

[ m o n o n u cl.] 
% n or m al  

[ m o n o n u cl.] 
% d m g  

[ m o n o n u cl.] 
% M N  

% mit oti c  

W ei g ht e d m e a n %:  5. 7 6 7  0. 7 3 6  0. 2 4 5  8 6. 2 5 8  1. 7 1 8  2. 8 2 2  2. 4 5 4  

W ei g ht e d S T D D E V:  4. 6 7 9  0. 2 0 3  0. 1 5 2  3. 3 3 9  1. 9 2 7  2. 2 1 8  1. 5 1 9  

e G F P ( n = 3 7 4)  
[ bi n u cl.] 
% n or m al  

[ bi n u cl.] 
% d m g  

[ bi n u cl.] 
% M N  

[ m o n o n u cl.] 
% n or m al  

[ m o n o n u cl.] 
% d m g  

[ m o n o nu cl.] 
% M N  

% mit oti c  

W ei g ht e d m e a n %:  4. 8 1 3  1. 0 7 0  1. 0 7 0  7 4. 0 6 4  1 1. 2 3 0  5. 0 8 0  2. 6 7 4  

W ei g ht e d S T D D E V:  0. 0 8 3  0. 7 6 4  1. 1 0 2  5. 5 4 4  6. 4 2 8  5. 0 7 7  1. 6 8 8  

e G F P -K D M 6 A W T ( n 
= 3 8 3)  

[ bi n u cl.] 
% n or m al  

[ bi n u cl.] 
% d m g  

[ bi n u cl.] 
% M N  

[ m o n o n u cl.] 
% n or m al  

[ m o n o n u cl.] 
% d m g  

[ m o n o nu cl.] 
% M N  

% mit oti c  

W ei g ht e d m e a n %:  6. 5 2 7  1. 3 0 5  1. 0 4 4  7 1. 8 0 2  1 3. 8 3 8  2. 3 5 0  3. 1 3 3  

W ei g ht e d S T D D E V:  1. 1 0 0  1. 2 1 6  0. 9 1 4  5. 2 6 2  9. 1 3 0  0. 9 4 2  1. 4 0 7  

e G F P -K D M 6 A T P R 
( n = 3 6 0) 

[ bi n u cl.] 
% n or m al  

[ bi n u cl.] 
% d m g  

[ bi n u cl.] 
% M N  

[ m o n o n u cl.] 
% n or m al  

[ m o n o n u cl.] 
% d m g  

[ m o n o nu cl.] 
% M N  

% mit oti c  

W ei g ht e d m e a n %:  2. 5 0 0  7. 7 7 8  0. 2 7 8  4 1. 1 1 1  4 5. 2 7 8  1. 9 4 4  1. 1 1 1  

W ei g ht e d S T D D E V:  0. 8 9 6  1. 2 8 5  0. 4 5 8  6. 3 6 5  6. 9 1 6  1. 8 0 6  0. 7 7 9  

e G F P -K D M 6 A J mj C 
( n = 4 7 6) 

[ bi n u cl.] 
% n or m al  

[ bi n u cl.] 
% d m g  

[ bi n u cl.] 
% M N  

[ m o n o n u cl.] 
% n or m al  

[ m o n o n u cl.] 
% d m g  

[ m o n o nu cl.] 
% M N  

% mit oti c  

W ei g ht e d m e a n %:  3. 1 5 1  6. 5 1 3  0. 8 4 0  3 6. 9 7 5  4 9. 3 7 0  1. 6 8 1  1. 4 7 1  

W ei g ht e d S T D D E V:  2. 7 3 5  2. 5 4 1  0. 4 3 4  3. 8 0 5  8. 3 7 6  0. 8 7 2  0. 9 5 0  

S W -1 7 1 0  
U ntr a n sf e ct e d  
( n = 4 2 9) 

[ bi n u cl.] 
% n or m al  

[ bi n u cl.] 
% d m g  

[ bi n u cl.] 
% M N  

[ m o n o n u cl.] 
% n or m al  

[ m o n o n u cl.] 
% d m g  

[ m o n o nu cl.] 
% M N  

% mit oti c  

W ei g ht e d m e a n %:  3. 4 9 7  0. 2 3 3  0. 2 3 3  9 0. 4 4 3  1. 3 9 9  0. 6 9 9  3. 4 9 7  

W ei g ht e d S T D D E V:  2. 1 8 5  0. 2 7 8  0. 2 6 4  2. 5 4 6  1. 3 0 6  0. 4 0 3  1. 2 1 6  

e G F P ( n = 3 0 3)  
[ bi n u cl.] 
% n or m al  

[ bi n u cl.] 
% d m g  

[ bi n u cl.] 
% M N  

[ m o n o n u cl.] 
% n or m al  

[ m o n o n u cl.] 
% d m g  

[ m o n o nu cl.] 
% M N  

% mit oti c  

W ei g ht e d m e a n %:  6. 6 0 1  1. 9 8 0  0. 6 6 0  7 8. 5 4 8  6. 2 7 1  3. 6 3 0  1. 3 2 0  

W ei g ht e d S T D D E V:  4. 3 2 5  1. 2 1 9  0. 4 4 0  4. 7 6 9  3. 6 3 7  3. 0 9 3  0. 9 1 9  

e G F P -K D M 6 A W T ( n 
= 2 8 7)  

[ bi n u cl.] 
% n or m al  

[ bi n u cl.] 
% d m g  

[ bi n u cl.] 
% M N  

[ m o n o n u cl.] 
% n or m al  

[ m o n o n u cl.] 
% d m g  

[ m o n o nu cl.] 
% M N  

% mit oti c  

W ei g ht e d m e a n %:  7. 3 1 7  3. 8 3 3  0. 3 4 8  6 8. 9 9 0  1 4. 6 3 4  3. 1 3 6  1. 7 4 2  

W ei g ht e d S T D D E V:  2. 7 3 4  0. 1 7 5  0. 5 4 3  5. 2 7 0  1. 8 7 0  1. 2 5 5  1. 2 0 8  

e G F P -K D M 6 A T P R 
( n = 2 2 3) 

[ bi n u cl.] 
% n or m al  

[ bi n u cl.] 
% d m g  

[ bi n u cl.] 
% M N  

[ m o n o n u cl.] 
% n or m al  

[ m o n o n u cl.] 
% d m g  

[ m o n o nu cl.] 
% M N  

% mit oti c  

W ei g ht e d m e a n %:  4. 4 8 4  9. 4 1 7  1. 3 4 5  3 4. 0 8 1  4 3. 0 4 9  3. 5 8 7  4. 0 3 6  

W ei g ht e d S T D D E V:  1. 4 9 8  1. 2 3 5  0. 7 6 4  3. 2 3 4  5. 5 8 6  1. 2 9 7  3. 0 8 9  

e G F P -K D M 6 A J mj C 
( n = 4 4 5) 

[ bi n u cl.] 
% n or m al  

[ bi n u cl.] 
% d m g  

[ bi n u cl.] 
% M N  

[ m o n o n u cl.] 
% n or m al  

[ m o n o n u cl.] 
% d m g  

[ m o n o nu cl.] 
% M N  

% mit oti c  

W ei g ht e d m e a n %:  3. 8 2 0  1 0. 5 6 2  0. 4 4 9  4 8. 9 8 9  2 8. 5 3 9  2. 6 9 7  4. 9 4 4  

W ei g ht e d S T D D E V:  1. 2 8 1  3. 9 7 1  0. 4 2 9  4. 9 2 3  4. 2 1 8  1. 1 6 8  2. 9 3 2  
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C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 9  

P -V al u e s fr o m Fi g. 1 5 ( A d a pt e d fr o m K o c h et al., 2 0 2 1)  

H y p ot h e si s t e st e d:  P -v al u e:  Si g n.:  P -v al u e:  Si g n.:  

 T -2 4  S W -1 7 1 0  

Diff er e nt p er c e nt a g e of t ot al ( m o n o/ bi n u cl e ar, 

mit o si s) n or m al c ell s i n W T v s. e G F P  

0. 9 8 8 3  N. S.  0. 0 1 4 4  * 

Diff er e nt p er c e nt a g e of t ot al ( m o n o/ bi n u cl e ar, 

mit o si s) n or m al c ell s i n T P R v s. e G F P  

0. 0 0 2 6  **  0. 0 0 0 1  ***  

Diff er e nt p er c e nt a g e of t ot al ( m o n o/ bi n u cl e ar, 

mit o si s) n or m al c ell s i n J mj C v s. e G F P  

0. 0 0 1 3  **  0. 0 0 4 7  **  

Diff er e nt p er c e nt a g e  of bi n u cl e ar c ell s i n W T v s. 

e G F P  

0. 2 7 9 5  N. S.  0. 5 5 6 6  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of bi n u cl e ar c ell s i n T P R v s. 

e G F P  

0. 0 1 6 4  * 0. 1 6 0 8  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of bi n u cl e ar c ell s i n J mj C v s. 

e G F P  

0. 3 4 0 0  N. S.  0. 2 1 3 4  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of c ell s wit h mi cr o n u cl ei ( M N) i n 

W T v s. e G F P  

0. 4 4 9 4  N. S.  0. 7 9 0 3  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of c ell s wit h mi cr o n u cl ei ( M N) i n 

T P R v s. e G F P  

0. 3 1 3 2  N. S.  0. 7 9 5 6  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of c ell s wit h mi cr o n u cl ei ( M N) i n 

J mj C v s. e G F P  

0. 3 1 9 2  N. S.  0. 6 1 1 4  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of mit oti c c ell s i n W T v s. e G F P  0. 7 3 5 6  N. S.  0. 6 5 5 2  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of mit oti c c ell s i n T P R v s. e G F P  0. 2 1 9 1  N. S.  0. 2 1 8 2  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of mit oti c c ell s i n J mj C v s. 

e G F P  

0. 3 4 2 5  N. S.  0. 1 1 0 6  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of m o n o n u cl e ar n or m al c ell s i n 

W T v s. e G F P  

0. 6 3 5 2  N. S.  0. 0 8 0 3  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of m o n o n u cl e ar n or m al c ell s i n 

T P R v s. e G F P  

0. 0 0 2 5  **  0. 0 0 0 2  ***  

Diff er e nt p er c e nt a g e of m o n o n u cl e ar n or m al c ell s i n 

J mj C v s. e G F P  

0. 0 0 0 7  ***  0. 0 0 1 7  **  

Diff er e nt p er c e nt a g e of bi n u cl e ar d a m a g e d c ell s i n 

W T v s. e G F P  

0. 7 9 0 1  N. S.  0. 0 5 9 7  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of bi n u cl e ar d a m a g e d c ell s i n 

T P R v s. e G F P  

0. 0 0 1 5  **  0. 0 0 1 8  **  

Diff er e nt p er c e nt a g e of bi n u cl e ar d a m a g e d c ell s i n 

J mj C v s. e G F P  

0. 0 2 3 7  * 0. 0 2 3 2  * 
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C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 0  

P -V al u e s fr o m Fi g. 1 6 ( A d a pt e d fr o m K o c h et al., 2 0 2 1)  

H y p ot h e si s t e st e d:  P -v al u e:  Si g n.:  P -v al u e:  Si g n.:  

 T -2 4  S W -1 7 1 0  

Diff er e nt p er c e nt a g e of vi a bl e c ell s i n W T v s. e G F P  0. 0 6 5 5  N. S.  0. 0 7 5 8  N. S.  

Diff er e nt p er c e nt a g e of vi a bl e c ell s i n T P R v s. e G F P  0. 0 0 0 2  ***  0. 0 0 0 1  ***  

Diff er e nt p er c e nt a g e of vi a bl e c ell s i n J mj C v s. e G F P  0. 0 0 0 9  ***  0. 0 2 1 3  * 

 

C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 1  

C o n str u ct s & v ari a nt s  

C o n str u ct  Pr ot ei n  V e ct or  

p c D N A 3. 1 ( +) e G F P -U T X  e G F P -U T X  p c D N A 3. 1 ( +)  

p c D N A 3. 1 ( +) U T X-e G F P  U T X -e G F P  p c D N A 3. 1 ( +)  

p c D N A 3. 1 ( +) m C h -U T X  m C h -U T X  p c D N A 3. 1 ( +)  

p c D N A 3. 1 ( +) U T X -m C h  U T X -m C h  p c D N A 3. 1 ( +)  

p E G F P -C 1 e G F P -W D R 5  e G F P -W D R 5  p E G F P -C 1  

p E G F P -N 1 W D R 5 -e G F P  W D R 5 -e G F P  p E G F P -N 1  

p m C h err y -C 1 m C h -R B B P 5  m C h -R B P P 5  p m C h err y -C 1  

p m C h err y -N 1 R B B P 5 -m C h  R B P P 5 -m C h  p m C h err y -N 1  

p m C h err y -C 1 m C h err y -F L A G -R B B P 5  m C h -F L A G -R B B P 5  p m C h err y -C 1  

p u B -e G F P  fr e e e G F P p C A G E N  

p c D N A 5 m C h err y  fr e e m C h err y p c D N A 5  

p u c 2 C L 1 2 U T X -t a g G F P 2 U T X -t a g G F P 2 p L e nti -C -m G F P  

p u c 2 C L 1 2 t a g G F P 2  t a g F G P 2 p L e nti -C -m G F P  

V ari a nt  Pr ot ei n  V e ct or  

E 3 1 5 Q  e G F P -U T X  p C D N A 3. 1 ( +)  

D 3 3 6 G  e G F P -U T X  p C D N A 3. 1 ( +)  

P 9 6 6 R  e G F P -U T X  p C D N A 3. 1 ( +)  

Q 1 1 3 3 A  e G F P -U T X  p C D N A 3. 1 ( +)  

H 1 3 2 9 A  e G F P -U T X  p C D N A 3. 1 ( +)  

V 1 3 3 8 F  e G F P -U T X  p C D N A 3. 1 ( +)  

C 1 3 6 1 Y  e G F P -U T X  p C D N A 3. 1 ( +)  

T 7 2 6 V  e G F P -U T X  p C D N A 3. 1 ( +)  

T 7 2 6 K  e G F P -U T X  p C D N A 3. 1 ( +)  

R E li n k er*  e G F P -U T X  p E G F P -C 1  

Δ -T P R  e G F P -U T X  p E G F P -C 1  

Δ -I D R e G F P -U T X  p E G F P -C 1  

Δ -J mj C  e G F P -U T X  p E G F P -C 1  

T P R  e G F P -U T X  p E G F P -C 1  

J mj C  e G F P -U T X  p E G F P -C 1  

T P R -S P O T  e G F P -U T X  p E G F P -C 1  
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C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 2  

Pri m er  

V ari a nt/ dir e cti o n  S e q u e n c e 5’ -3’  

E 3 1 5 Q F w d  A T C G A C A A G A G C C A G G C C T C  

E 3 1 5 Q R e v  A G G C C T G G C T C T T G T C G A T G  

D 3 3 6 G F w d  A T G G G C G C C C T G C A G G C C T A C A T  

D 3 3 6 G R e v  A T G T A G G C C T G C A G G G C G C C C A T  

T 7 2 6 K F w d  C A A C A T C C T G A A G G T G C C T G A G A C  

T 7 2 6 K R e v  G T C T C A G G C A C C T T C A G G A T G T T G  

T 7 2 6 V F w d  C A A C A T C C T G G T C G T G C C T G A G A C  

T 7 2 6 V R e v  G T C T C A G G C A C G A C C A G G A T G T T G  

P 9 6 6 R F w d  C A A A T C C C A A T A A T C G T G T G A C C G T G A T C  

P 9 6 6 R R e v  G A T C A C G G T C A C A C G A T T A T T G G G A T T T G  

Q 1 1 3 3 A F w d  C A T G A A T A C A G T G G C G C T G T A C A T G A A G  

Q 1 1 3 3 A R e v  C T T C A T G T A C A G C G C C A C T G T A T T C A T G  

H 1 3 2 9 A F w d  G A G G A G C C T G C C G C C T A C T G T A G C A T C T G  

H 1 3 2 9 A R e v  C A G A T G C T A C A G T A G G C G G C A G G C T C C T C  

V 1 3 3 8 F F w d  A G G T G G A G T T C T T C G A C C T G C T G T T  

V 1 3 3 8 F R e v  A A C A G C A G G T C G A A G A A C T C C A C C T  

C 1 3 6 1 Y F w d  A C T G C C A G G A C T A C G C C A G A A A G A  

C 1 3 6 1 Y R e v  T C T T T C T G G C G T A G T C C T G G C A G T  

D o m ai n/ dir e cti o n  R E  S e q u e n c e 5’ -3’  

T P R fr o nt F w d  B s p EI  A T A T T C C G G A A T G A A G T C C T G C G G C G T G T  

T P R fr o nt R e v  Hi n dIII  T A T A A G C T T C A G G G C G G A T G T A T T G C T G C A  

T P R fr o nt st o p R e v  Hi n dIII  T A T A A G C T T T C A C A G G G C G G A T G T A T T G C T G C A  

I D R fr o nt F w d B s p EI  A T A T T C C G G A G C C G C C A G G A T C A A G T A C C T  

I D R fr o nt R e v Hi n dIII  T A T A A G C T T C A T G C T G G G G A T G A T C T G A G G G  

I D R b a c k F w d Hi n dIII  T A T A A G C T T G C C G C C A G G A T C A A G T A C C T  

I D R b a c k R e v E c o RI  A T A T G A A T T C C A T G C T G G G G A T G A T C T G A G G G  

I D R b a c k st o p R e v E c o RI  A T A T G A A T T C T C A C A T G C T G G G G A T G A T C T G A G G G  

J mj C fr o nt F w d  B s p EI  A T A T T C C G G A T C C G T G T C C A T C T A C C C C T C C T C C  

J mj C fr o nt R e v  Hi n dIII  T A T A A G C T T G C T G G A G G C G C T A G G C A G A  

J mj C fr o nt st o p R e v  Hi n dIII  T A T A A G C T T T C A G C T G G A G G C G C T A G G C A  

J mj C b a c k F w d  Hi n dIII  T A T A A G C T T T C C G T G T C C A T C T A C C C C T C C T  

J mj C b a c k r e v  E c o RI  A T A T G A A T T C G C T G G A G G C G C T A G G C A G A  

J mj C b a c k st o p R e v  E c o RI  A T A T G A A T T C T C A G C T G G A G G C G C T A G G C A  

J mj C t hir d F w d  E c o RI  A T A T G A A T T C T C C G T G T C C A T C T A C C C C T C C T  

J mj C t hir d  R e v  K p nI  T A T G G T A C C G C T G G A G G C G C T A G G C A G A  
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J mj C t hir d st o p r e v  K p nI  T A T G G T A C C T C A G C T G G A G G C G C T A G G C A  

R B B P 5 C 1 f w d  B s p EI  G A T T C C G G A A T G A A C C T C G A G T T G C T G  

R B B P 5 C 1 r e v  A p aI  A A T A G G G C C C T C T A G A T G  

R B B P 5 N 1 f w d  Hi n dIII  T C A T T A A G C T T A T G A A C C T C G A G T T G C T G G  

R B B P 5 N 1 r e v  A g eI  G A T A C C G G T A G T A A C A G T T C T G A G A T T G C T C C T  

W D R 5 C 1 f w d  B s p EI  A T A T C C G G A A T G G C G A C G G A G G A G A A G A A G  

W D R 5 C 1 r e v  A p aI  A T A G G G C C C A C T A G C A G T C A C T C T T C C A C A G T T  

W D R 5 N 1 f w d  Hi n dIII  A T T A A G C T T C G G A T G G C G A C  

W D R 5 N 1 r e v  A g eI  G A T A C C G G T A G G C A G T C A C T C T T C C A C A G T T  

 

C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 3  

( A d a pt e d fr o m K o c h et al., 2 0 2 1) 

Pri m ar y a nti b o di e s  

A nti b o d y  S o ur c e/I s ot y p e  Cl o n e  C o m p a n y  C at. -Nr.  

α -K D M 6 A  R a b bit I g G  D 3 Q 1I  C ell Si g n ali n g T e c h n ol o g y ( C S T) 3 3 5 1 0  

α -K D M 6 A  M o u s e I g G  E -8  S a nt a Cr u z Bi ot e c h n ol o g y ( S C)  S c -5 1 4 8 5 9  

α -R B B P 5  R a b bit I g G  D 3I 6 P  C ell Si g n ali n g T e c h n ol o g y  1 3 1 7 1  

α -G F P  M o u s e I g G 2 a  4 B 1 0  C ell Si g n ali n g T e c h n ol o g y  2 9 5 5  

α -p -γ H 2 A X  R a b bit I g G  2 0 E 3  C ell Si g n ali n g T e c h n ol o g y  9 7 1 8  

α -N P M 1  M o u s e I g G 1  E -3  S a nt a Cr u z Bi ot e c h n ol o g y ( S C)  s c -2 7 1 7 3 7  

α -α -T u b uli n  M o u s e I g G 1  B -5 -1 -2  Si g m a -Al dri c h  T 6 0 7 4  

α -H 3 K 2 7 m e 2  M o u s e I g G 2 a  0 3 2 4  A cti v e M otif ( A M)  6 1 4 3 5  

S e c o n d a r y a nti b o di e s  

C o nj u g ati o n  A nti g e n  H o st  C o m p a n y  C at. -Nr.  

H R P  R a b bit I g G  G o at  C ell Si g n ali n g T e c h n ol o g y  7 0 7 6  

H R P  M o u s e I g G  H or s e  C ell Si g n ali n g T e c h n ol o g y  7 0 7 4  

St ar Or a n g e  M o u s e I g G  G o at  A b b eri or  S T O R A N G E -1 0 0 1  

St ar R e d  R a b bit I g G  G o at  A b b eri or  S T R E D -1 0 0 2  

A L P  M o u s e I g G 2 a  R a b bit  Si g m a -Al dri c h  S A B 3 7 0 1 1 7 9  

 

C h a pt e r 4 -T a bl e s u p pl e m e nt 1 4  

( A d a pt e d fr o m K o c h et al., 2 0 2 1) 

P e pti d e  R e s.  S e q u e n c e  M o difi c ati o n  M W  C o m p a n y  C at. Nr.  

H 3 K 2 7  

m e 3  

1 5 -

3 4  

A c -A P R K Q A T K A A R  

K( m e 3) S A P A T G G -P E G -Bi o  

N -A c et yl  C -

P E G yl at e/ Bi oti n  

2 4 7 7. 9 

g/ m ol  

Pr ot e o - 

G e ni x  

C u st o m  

or d er  

H 3 K 2 7  

m e 2  

2 1 -

4 4  

N H 2 -A T K A A R K( m e 2) S A P A T  

G G V K K P H R Y R P G -P E G -Bi o  

C -P E G yl at e/  

Bi oti n  

2 9 4 5. 5 

g/ m ol  

E pi -

G e nt e k  

R -1 0 3 3  
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C o n cl u si o n  

T hr o u g h o ut t hi s w or k, w e w er e a bl e t o d e m o n str at e t h e p o w er of fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y 

t o r e s ol v e pr ot ei n d y n a mi c s a n d str u ct ur e, e v e n i n a c ell ul ar c o nt e xt. I n a d diti o n, w e u s e d 

fl u or e s c e n c e i m a gi n g t o a c hi e v e r e a d o ut a n d st ati sti c s o n c ell ul ar l o c ali z ati o n a n d 

p h e n ot y p e s, n a m el y l ar g e pr ot ei n p arti cl e s t h e s e v er el y d a m a g e d p h e n ot y p e of c ell s. W e 

al s o s h o w e d t h e i m p ort a n c e of bi o c h e mi c al m et h o d s b ot h a s c o m pl e m e nti n g a n d a s pr e -

r e q ui sit e f or t h e fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y m e a s ur e m e nt s. I n pr oj e ct T 4 L ( C h a pt er 1) , w e 

w er e a bl e t o c orr e ctl y a s s e s s t h e n u m b er of p h ot o p h y si c al pr o c e s s e s i n t h e s y st e m a n d 

pr e p ar e f urt h er e x p eri m e nt al w or kfl o w s . I n pr oj e ct h G B P 1 ( C h a pt er 2) , w e w er e a bl e t o 

f oll o w t h e d o m ai n m o v e m e nt of h G B P 1 u p o n G T P γ S-i n d u c e d di m eri z ati o n. W e w er e a bl e t o 

c o m pl e m e nt e xi sti n g d at a o n t h e pr ot ei n st art -p oi nt str u ct ur e a n d e n d -p oi nt str u ct ur e aft er 

di m eri z ati o n wit h t h e d o m ai n m o v e m e nt i n b et w e e n o n a l o w milli s e c o n d ti m e -r e s ol uti o n. W e 

w er e a bl e t o r e c o v er r at e s fr o m o ur d at a s et s a n d m a d e a c o m pr e h e n si v e m o d el t o s h o w t h e 

tr a n siti o ni n g of h G B P 1 t hr o u g h it s di m er-st a g e fr o m a n e arl y di m er t o a s o m e w h at el o n g at e d 

m ol e c ul e. I n pr oj e ct m G B P 7 ( C h a pt er 3) , w e w er e a bl e t o s h o w s p e cifi c affi nit y a n d p h a s e 

b e h a vi or of m G B P 7 wit h t w o ot h er m G B P s, m G B P 2 a n d  m G B P 3. W e i d e ntifi e d t h e pr ot ei n 

p h a s e s a s d y n a mi c a n d f o u n d str u ct ur al b a si s f or t h e o b s er v e d eff e ct s. I n t h e m ai n pr oj e ct, 

K D M 6 A ( C h a pt er 4) , w e m a n a g e d t o c o m pr e h e n si bl y c h ar a ct eri z e f u n cti o n al m ut a nt s a n d 

v ari a nt s f o u n d i n c a n c er i n r e g ar d t o t h eir a c ti vit y, l o c ali z ati o n, i nt er a cti o n a n d t h e c ell ul ar 

p h e n ot y p e t h e y g e n er at e. B y u si n g a wi d e v ari et y of bi o c h e mi c al m et h o d s, w e i d e ntifi e d t h e 

tr u n c ati o n of t h e m ulti-d o m ai n pr ot ei n K D M 6 A a s a tri g g er f or D N A -d a m a g e, D N A r el e a s e 

i nt o t h e c yt o pl a s m a n d hi g h er a p o pt o si s-r at e. I n a d diti o n, t h e o ut c o m e of t h e bi o c h e mi c al 

m et h o d s e n a bl e d u s t o pl a n f urt h er hi g hl y s o p hi sti c at e d fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y 

e x p eri m e nt s. C o n cl u di n g, w e str o n gl y e n c o ur a g e p e o pl e t o d o s p e ctr o s c o pi c r e s e ar c h i n 

c ell ul ar hi g h -c o m pl e xit y s y st e m s wit h att e nti o n t o a c o u pl e of p oi nt s: S p e ctr o s c o pi c 

e x p eri m e nt s d e ali n g wit h hi g h l e v el s of s y st e mi c c o m pl e xit y n e e d t o b e pl a n n e d a c c or di n gl y 

a n d t h e d e sir e d r e a d o ut s h o ul d m at c h a d efi n e d e x p eri m e nt al q u e sti o n. T h e m or e c o m pl e x 

t h e s y st e m i s s p atiall y ; t h e m or e str u ct ur al k n o wl e d g e i s n e e d e d t o e st a bli s h hi g h-q u alit y 

F R E T -p air s. T h e e x p eri m e nt s h o ul d b e p air e d wit h a s eri e s of c o m pl e m e nti n g ( bi o c h e mi c al 

or bi o p h y si c al) m et h o d s, w hi c h will g e n er at e a d diti o n al r e a d o ut b ut c a n al s o b e u s e d 

s y n er gi sti c . A r e al p ot e nti al li e s wit hi n c o m p ut ati o n al m o d elli n g of t h e s y st e m t o fi n d t h e ri g ht 

fit-m o d el a n d t o b ol st er a n d v ali d at e t h e d at a. D e e p l e ar ni n g AI s f or str u ct ur e a n d s o o n e v e n 

i nt erf a c e pr e di cti o n c a n s er v e a s a v al u a bl e t o ol t o p o siti o n t h e d y e-p air s  t o t h e ri g ht pl a c e i n 

u n k n o w n pr ot ei n s if c o m bi n e d wit h o ur alr e a d y d e v el o p e d F R E T -pr e di cti o n t o ol s. If t hi s 

s y n er g y i s f urt h er d e v el o p e d, t h er e i s a h u g e p ot e nti al f or all fl u or e s c e n c e s p e ctr o s c o p y -

b a s e d m et h o d s t o s hi n e i n t h e n e xt d e c a d e s a n d e v ol v e al o n g wit h t h e r ai si n g c o m p ut ati o n al 

m et h o d s.   
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A c k n o wl e d g e m e nt s  

I n t h e fir st pl a c e, I w a nt t o t h a n k Pr of. Cl a u s A. M. S ei d el f or t h e o p p ort u nit y t o d o s ci e ntifi c 

r e s e ar c h at t h e t o p-l e v el i n hi s gr o u p, hi s c o nti n u e d s u p p ort a n d f or all t h e w or k a n d p ati e n c e 

h e i n v e st e d t o tr a n sf or m m e i nt o a gr o w n -u p s ci e nti st.  

I w a nt t o t h a n k m y dir e ct s u p er vi s or, Dr. A n n e m ari e Gr eif e, f or t h e g o o d ti m e I h a d i n o ur 

pr oj e ct, f or h er c o nti n u o u s tr u st, all t h e f e e d b a c k a n d i n si g ht s, t h e a w e s o m e i nt er di s ci pli n ar y 

s ci e n c e, t h e l a u g h s a n d f or g oi n g t hr o u g h u p s a n d d o w n s t o g et h er, al w a y s st a n di n g a s a 

t e a m. 

I f urt h er w a nt t o t h a n k J u n.-Pr of Al e x ej K e dr o v f or hi s i n v al u a bl e h el p a s a m e nt or, f or n e v er 

t ur ni n g m e d o w n w h e n I dr o p p e d b y a n d f or al w a y s m a ki n g m e s mil e i n t h e e n d. 

A  v e r y s p e ci al t h a n k s t o Ol e g O p a n a s y u k, J uli a n F ol z a n d Al e x a n d er L ar bi g, w h o h el p e d a n d 

c o ntri b ut e d tr e m e n d o u sl y t o  r e writ e, p oli s h a n d  fi ni s h off C h a pt er 2. 

I w a nt t o t h a n k all t h e p e o pl e w h o f urt h er c o ntri b ut e d a n d h el p e d m e wit h m y pr oj e ct s, 

n a m el y  T h o m a s -Ot a vi o P e ul e n ( h G B P 1),  Ai s w ari a Pr a k a s h a n d L a ur a St e p h a n ( T 4 L), a n d 

J a n -H e n dri k B u d d e ( h G B P 1 + m G B P 7). I al s o w a nt t o t h a n k Ni c ol a a s v a n d er V o ort f or all 

t h e gr e at s ci e ntifi c di s c u s si o n w e h a d o n m a n y of t h e t o pi c s wit hi n  t h e pr oj e ct s. 

I f urt h er w a nt t o t h a n k t h e w h ol e ur ol o g y r e s e ar c h l a b, i n p er s o n a Pr of. e m. W olf g a n g A. 

S c h ul z, Dr. Mi c h èl e J. H off m a n n, C hri sti a n e H a d er a n d Dr. Al e x a n d er L a n g f or al w a y s l etti n g 

m e f e el w el c o m e i n t h eir l a b, t h e i nt er e sti n g ( m e di c al) p oi nt of vi e w s a n d all t h e h e l p a n d 

f e e d b a c k I r e c ei v e d. 

I w a nt t o t h a n k t h e w h ol e A G S ei d el f or t h e g o o d ti m e t o g et h er, f or al w a y s b ei n g h el pf ul a n d 

al w a y s w or ki n g a s a bi g t e a m. 

I fu rth e rm o re  w a n t to  th a n k m y c urr e n t PI R u n e B u s k  D a m g a a rd  of t h e D T U  f or s u p p ortin g  

m e  b y gi vi n g m e  a ll th e  tim e  I n e e d e d  to  w ra p  u p  m y th e s is . 

Fi n all y, I w a nt t o t h a n k m y fri e n d s & f a mil y a n d i n p arti c ul ar J a c q u eli n e f or all t h e p ati e n c e , 

t h e e n c o ur a g e m e nt a n d t h e s u p p ort I g ot o v er t h e y e ar s. It w a s n ot al w a y s e a s y, b ut y o u 

m a d e m e p u s h t hr o u g h. T h a n k y o u!  
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P u bli c ati o n s  

1.  K o c h, J. 1 , L a n g, A. 2 , W h o n g siri, P.2 , S c h ul z, W. A.2 , H off m a n n, M. J.2 , Gr eif e, A.1 ,* 

K D M 6 A m ut ati o n s pr o m ot e a c ut e c yt o pl a s mi c D N A r el e a s e, D N A d a m a g e r e s p o n s e a n d 

mit o si s d ef e ct s, B M C M ol a n d C ell Bi ol 2 2, 5 4 ( 2 0 2 1).  

C o ntri b uti o n s:  A G, J K , W A S c o n c ei v e d t h e pr oj e ct a n d d e si g n e d t h e e x p eri m e nt s. J K  

a n d A G c o n d u ct e d t h e e x p eri m e nt s, c oll e c t e d, i nt er pr et e d t h e d at a a n d wr ot e t h e 

m a n u s cri pt. A L a n d W P h el p e d wit h e x p eri m e nt s a n d r e s o ur c e s. M J H, W A S r e vi e w e d 

a n d e dit e d t h e m a n u s cri pt. All a ut h or s  r e a d a n d a p pr o v e d t h e fi n al M a n u s cri pt.  

 

2.  S c h ul z, W. A. 2 ,*, L a n g, A. 2 , K o c h, J.  1 , Gr eif e, A.1 ,*  T h e Hi st o n e D e m et h yl a s e 

U T X/ K D M 6 A i n C a n c er: Pr o gr e s s a n d P u z zl e s. I nt J C a n c er 1 4 5, 6 1 4 -6 2 0 ( 2 0 1 9).   

C o ntri b uti o n s:  W A S, A L, J K , A G wr ot e t h e m a n u s cri pt. W A S  a n d A G  r e vi e w e d a n d 

e dit e d t h e m a n u s cri pt. All a ut h or s  r e a d a n d a p pr o v e d t h e fi n al M a n u s cri pt.  

 

3.  L a n g, A. 2 , Yil m a z, M.2 , H a d er, C.2 , M ur d a y, S.2 , K u n z, X.2 , W a g n er, N.2 , Wi e k, C.3 , 

P et z s c h, P. 4 , K ö hr er, K.4 , K o c h, J. 1 , H off m a n n, M. J.2 , Gr eif e, A.1 ,* , S c h ul z, W. A.2 ,* 

C o nti n g e n ci e s of U T X/ K D M 6 A A cti o n i n Ur ot h eli al C ar ci n o m a. C a n c er s 1 1, 4 8 1 ( 2 0 1 9).  

C o ntri b uti o n s : A L, A G, W A S  c o n c e pt u ali z e d t h e pr oj e ct. F or m al a n al y si s  w a s d o n e b y 

N W, P P, J K . E x p eri m e nt s w er e c o n d u ct e d b y A L , MY, C H, S M, X K , P P.  R e s o ur c e s  w er e 

c o ntri b ut e d b y C W. D at a c ur ati o n  w a s d o n e b y  A L, P P.  W riti n g t h e ori gi n al dr aft w a s 

d o n e b y A L, W A S. W riti n g f or r e vi e wi n g a n d e diti n g  p ur p o s e s w a s d o n e b y  all a ut h or s . 

K K a n d M J H s u p er vi s e d t h e pr oj e ct.  W A S a d mi ni st er e d t h e pr oj e ct.  F u n di n g w a s 

a c q uir e d b y W A S, A G.  

 

L e g e n d:  

* C orr e s p o n di n g a ut h or  

Affili ati o n s:  

1 I n stit ut e f or M ol e c ul ar P h y si c al C h e mi str y  

2 D e p art m e nt of Ur ol o g y, M e di c al F a c ult y  

3 D e p art m e nt of Ot ol ar y n g ol o g y, M e di c al F a c ult y  

4 Bi ol o gi c al a n d M e di c al R e s e ar c h C e nt er ( B M F Z)  

H ei nri c h -H ei n e -U ni v er sit y D ü s s el d orf, U ni v er sit ät s str. 1, 4 0 2 2 5 D ü s s el d orf, G e r m a n y 
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M a n u s cri pt i n pr e p ar ati o n  

Pr eli mi n ar y titl e:  S p e cifi cit y of p h a s e tr a n siti o n f or m uri n e g u a n yl at e bi n di n g pr ot ei n s i n li v e 

c ell s . 

C L A RI FI C A TI O N : A s of 2 8. 1 0. 2 0 2 1, t h e m a n u s cri pt h a s n ot b e e n r e a d a n d a p pr o v e d b y 

all a ut h or s li st e d b el o w a n d mi g ht b e  s u bj e ct e d t o f urt h er c h a n g e s s u c h a s a d diti o n or 

r e m o v al of t e xt or fi g ur e s.  

P r eli mi n ar y a ut h or li st: K o c h, J. 1, † , B u d d e, J.1, † , Kr a v et s, E.2 , M a, Q.1 , St eff e n s, N.2 , R ei c h, 

A. 2 , W ei dt k a m p-P et er s, S. 1, 3 , v a n d er V o ort, N.1 , H ä n s c h, S.3 , K ü h n e m ut h, R.1 , F el e k y a n, S. 1 , 

D e gr a n di, D. 2 , Pf eff er, K.2 , S ei d el, C. A. M.1, *, Gr eif e, A. 1, *  

C L A RI FI C A TI O N : T h e a ut h or li st gi v e n a b o v e i s a pr eli mi n ar y a ut h or li st, w hi c h h a s 

n ot b e e n c h e c k e d a n d a p pr o v e d b y all a ut h or s a n d mi g ht b e s u bj e ct e d t o f urt h er 

c h a n g e s s u c h a s a d diti o n or r e m o v al of a ut h or s.  

Pr eli mi n ar y c o nt ri b uti o n s:  A G, C A M S, K P, D D, J K , J B c o n c e pt u ali z e d t h e pr oj e ct. A G, J K , 

J B, E K v erifi e d t h e d at a. A G, J K , J B, Q M, N V, S F, R K a p pli e d f or m al a n al y si s. A G, J K , J B, 

E K, Q M, A R c o n d u ct e d i n v e sti g ati o n. C A M S, K P , D D, S H, E K pr o vi d e d r e s o ur c e s. A G, J K , 

J B cr e at e d t h e ori gi n al dr aft. A G, C A M S, K P, D D di d r e vi e wi n g a n d e diti n g. A G, C A M S, J K , 

J B vi s u ali z e d d at a. A G, C A M S di d s u p er vi si o n. C A M S, K P, D D a d mi ni st er e d t h e pr oj e ct. 

C A M S, K P, D D a c q uir e d f u n di n g. All a ut h or s  r e a d a n d a p pr o v e d t h e fi n al M a n u s cri pt. 

C L A RI FI C A TI O N : T h e c o ntri b uti o n li st gi v e n a b o v e i s a pr eli mi n ar y c o ntri b uti o n li st, 

w hi c h h a s n ot b e e n c h e c k e d a n d a p pr o v e d b y all a ut h or s a n d mi g ht b e s u bj e ct e d t o 

f urt h er c h a n g e s s u c h a s a d diti o n or r e m o v al of c o ntri b uti o n s. 

 

L e g e n d:  

* C orr e s p o n di n g a ut h or  

† A ut h or s c o ntri b ut e d e q u all y  

Affili ati o n s:  

1 I n stit ut e f or M ol e c ul ar P h y si c al C h e mi str y  

2 I n stit ut e of M e di c al Mi cr o bi ol o g y a n d H o s pit al H y gi e n e  

3 C e nt er f or A d v a n c e d I m a gi n g  

H ei nri c h -H ei n e -U ni v er sit y D ü s s el d orf, U ni v er sit ät s str. 1, 4 0 2 2 5 D ü s s el d orf, G er m a n y  

 



Cr e di bilit y st at e m e nt 

1 h er e b y c o nfi r m t h at all c o ntri b uti o n s li st e d u n d er a n d 

ar e cr e di bl e t o t h e b e st of m y k n o wl e d g e. 

Pr of. Dr. Cl a u s A. M. S ei d el 



2 0 6  

Ei d e s st attli c h e Er kl är u n g  

Hi er mit er kl är e i c h, d a s s i c h di e Pr o m oti o n mit d e m T h e m a 

“ M ulti p ar a m et er Fl u or e s c e n c e S p e ctr o s c o p y a n d Mi cr o s c o p y of Bi o m ol e c ul ar 
S y st e m s ”  

a m I n stit ut f ür P h y si k ali s c h e C h e mi e II d er H ei nri c h -H ei n e - U ni v er sit ät D ü s s el d orf u nt er d er  

L eit u n g v o n Pr of. Dr. Cl a u s A. M. S ei d el ei g e n st ä n di g u n d o h n e u n erl a u bt e Hilf e a n g ef erti gt  

u n d i n d er v or g el e gt e n o d er i n ä h nli c h er F or m n o c h b ei k ei n er a n d er e n I n stit uti o n ei n g er ei c ht 

h a b e.  

E s e xi s ti er e n k ei n e v or h eri g e n Pr o m oti o n s v er s u c h e. 

D ü s s el d orf, d e n 1 7 .1 0 . 2 0 22  

J uli a n K o c h  




