
Faculty of Science 

University of South Bohemia in České Budějovice 

Mechanism of Energy Conversion in ATP Driven Molecular 

Machines: Development of Single-molecule Techniques for 

Observation of Conformational Changes in Sec Translocon 

during Protein Transport 

Bachelor Thesis 

E d r i n S u l e j m a n i 

S u p e r v i s o r : J o e l C r o s s l e y , P h . D . 

C o - S u p e r v i s o r : Tomáš F e s s l , P h . D . 

České Budějovice, 2 0 2 2 

i 



S u l e j m a n i , E . 2 0 2 2 : M e c h a n i s m o f E n e r g y C o n v e r s i o n i n A T P D r i v e n M o l e c u l a r M a c h i n e s : D e v e l o p m e n t 

o f S i n g l e - m o l e c u l e T e c h n i q u e s f o r O b s e r v a t i o n o f C o n f o r m a t i o n a l C h a n g e s i n S e c T r a n s l o c o n d u r i n g 

P r o t e i n T r a n s p o r t . B e T h e s i s , i n E n g l i s h - 3 2 p . , F a c u l t y o f S c i e n c e , U n i v e r s i t y o f S o u t h B o h e m i a , České 

Budějovice, C z e c h R e p u b l i c . 

A n n o t a t i o n : 

O p t i m i z a t i o n a n d a p p l i c a t i o n o f s i n g l e m o l e c u l e d e t e c t i o n t e c h n i q u e s f o r t h e i n v e s t i g a t i o n o f t h e S e c A 

c o n f o r m a t i o n a l d y n a m i c s . 

ii 



Declaration 

I d e c l a r e t h a t I a m t h e a u t h o r o f t h i s q u a l i f i c a t i o n t h e s i s a n d t h a t i n w r i t i n g i t I h a v e u s e d t h e s o u r c e s a n d 

l i t e r a t u r e d i s p l a y e d i n t h e l i s t o f u s e d s o u r c e s o n l y . 

P l a c e , D a t e 

České Budějovice, 1 6 . 0 8 . 2 0 2 2 

S i g n a t u r e 

i i i 



Acknowledgment 

M y s i n c e r e s t g r a t i t u d e g o e s t o m y s u p e r v i s o r J o e l C r o s s l e y , P h . D . , f o r h i s c o n t i n u o u s a s s i s t a n c e i n t h e 

l a b o r a t o r y a n d c o m p u t a t i o n a l w o r k , a n d h i s t r e m e n d o u s p a t i e n c e . 

A c k n o w l e d g m e n t g o e s t o m y c o - s u p e r v i s o r Tomáš F e s s l , P h . D . , f o r h i s s u p p o r t t h r o u g h o u t t h e t h e s i s a n d 

f o r c a r r y i n g t h e w o r k o f t h i s t h e s i s i n h i s l a b o r a t o r y . 

S p e c i a l a p p r e c i a t i o n g o e s t o m y f a m i l y , f o r e m o t i o n a l a n d f i n a n c i a l s u p p o r t t h r o u g h t h i s a c a d e m i c 

j o u r n e y . 

i v 



Abstract 

T r a n s l o c a t i o n o f t h e u n f o l d e d p r o t e i n s a c r o s s t h e i n n e r c e l l m e m b r a n e i n g r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a i s 

m e d i a t e d b y S e c A , a n A T P a s e p r o t e i n i n c o m p l e x w i t h t h e m e m b r a n e c h a n n e l k n o w n a s S e c Y E G . 

A l t h o u g h t h i s i s a v i t a l b a c t e r i a l p a t h w a y , t h e m e c h a n i s m o f t r a n s l o c a t i o n r e m a i n s u n c l e a r . I n t h i s t h e s i s , 

t h e c o n f o r m a t i o n a l s p a c e o f S e c A w a s i n v e s t i g a t e d i n t h e p r e s e n c e o f A D P , A T P , S e c Y E G , a n d 

p o l y p e p t i d e p r e - p r o t e i n S p y ( p S p y ) u s i n g e n s e m b l e a n d s i n g l e - m o l e c u l e f l u o r e s c e n c e r e s o n a n c e e n e r g y 

t r a n s f e r ( s m - F R E T ) m e t h o d s . E n s e m b l e F R E T m e a s u r e m e n t s s h o w n o c h a n g e s i n S e c A s t a t e ( i n a b s e n c e 

o f S e c Y E G ) u p o n t h e a d d i t i o n o f A T P . T h e r e w e r e a l s o n o s i g n i f i c a n t c h a n g e s i n t h e S e c A w i t h p S p y 

a l o n e . H o w e v e r , i n t h e p r e s e n c e o f t h e p S p y a n d A T P s m a l l c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s w e r e o b s e r v e d , 

h i n t i n g t h e t r a n s i t i o n i n t o m o r e c l o s e d S e c A c o n f o r m a t i o n . T h i s i s i n a g r e e m e n t w i t h p r e v i o u s l y p u b l i s h e d 

d a t a i m p l y i n g a l i m i t e d A T P a s e a c t i v i t y o f S e c A i n t h e a b s e n c e o f a p r e - p r o t e i n a n d S e c Y E G . A s h i g h 

o p t i c a l c o l l e c t i o n e f f i c i e n c y a n d l o w n o i s e a r e e s s e n t i a l r e q u i r e m e n t s f o r s m - F R E T m e a s u r e m e n t s , t o 

i m p r o v e t h e s e c h a r a c t e r i s t i c s , t h e o p t i m i z a t i o n o f t h e f o c a l d e p t h w a s d o n e . 

v 
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1 Aim of Project 
D e s p i t e s e v e r a l m o d e l s a t t e m p t i n g t o e x p l a i n t h e S e c A - m e d i a t e d t r a n s l o c a t i o n o f t r a n s - m e m b r a n e p r o t e i n s 

t h r o u g h t h e S e c Y E G c o m p l e x i n g r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a l c e l l s , t h e r e i s s t i l l n o c l e a r p i c t u r e o f i t . T h e 

f o c u s o f t h i s b a c h e l o r t h e s i s i s t h e o p t i m i z a t i o n a n d a p p l i c a t i o n o f s i n g l e m o l e c u l e d e t e c t i o n t e c h n i q u e s f o r 

t h e i n v e s t i g a t i o n o f t h e a f o r e m e n t i o n e d q u e s t . 
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2 The Biological System 

2.1 Sec Translocon 

2.1.1 Structure and Function of the S e c Y E G Complex 

S e c Y E G i s a n i n t e g r a l m e m b r a n e p r o t e i n c o m p l e x m a d e o f t h r e e p r o t e i n s s u c h a s S e c Y , S e c E , a n d S e c G . 

T h e m a i n c o m p o n e n t o f t h i s c o m p l e x i s S e c Y p r o t e i n , c o m p o s e d o f 1 0 t r a n s - m e m b r a n e d o m a i n s , a r r a n g e d 

i n a p s e u d o - 2 - f o l d s y m m e t r y , c r e a t i n g a n h o u r - g l a s s - s h a p e d a q u e o u s c h a n n e l . T h e c e n t e r o f t h i s c h a n n e l , 

a l i g n e d w i t h a l o n g a l i p h a t i c r e s i d u e s k e l e t o n , a l l o w s t h e p a s s a g e o f t h e s u b s t r a t e p r o t e i n d u r i n g 

t r a n s l o c a t i o n ( V a n d e n B e r g e t a l . 2 0 0 4 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . S e c Y c o n t a i n s a l s o a l a t e r a l 

g a t e , p o s i t i o n e d b e t w e e n t h e h a l v e s o f t h e p r o t e i n , w h i c h i n t h e o p e n c o n f o r m a t i o n a l s t a g e s e r v e s t o 

r e c o g n i z e t h e s i g n a l s e q u e n c e o f t h e s u b s t r a t e p r o t e i n t a r g e t e d f o r t r a n s l o c a t i o n ( L i e t a l . 2 0 1 6 ; C r a n f o r d -

S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . O p p o s i t e t h e l a t e r a l g a t e , a " p i v o t " l i n k s t w o h a l v e s o f t h e p r o t e i n , m a i n t a i n i n g 

i t s s t r u c t u r a l i n t e g r i t y ( V a n d e n B e r g e t a l . 2 0 0 4 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . S e c E a n d S e c G 

p r o t e i n s p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n s t a b i l i z i n g t h e S e c Y p r o t e i n ( T a u r a e t a l . 1 9 9 3 ; N i s h i y a m a , H a n a d a a n d 

T o k u d a 1 9 9 4 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . 

S t r u c t u r a l s t u d i e s s u g g e s t t h a t t h e S e c Y E G c o m p l e x u n d e r g o e s t h r e e c o n f o r m a t i o n a l t r a n s f o r m a t i o n s : ( i ) 

c l o s e d , ( i i ) p a r t i a l l y o p e n , a n d ( i i i ) o p e n c o n f o r m a t i o n ( V a n d e n B e r g e t a l . 2 0 0 4 ; Z i m m e r , N a m a n d 

R a p o p o r t 2 0 0 8 ; A l l e n e t a l . 2 0 1 6 ; L i e t a l . 2 0 1 6 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . T h e c l o s e d s t a t e i s 

c h a r a c t e r i z e d b y t h e b l o c k a g e o f t h e a q u e o u s c h a n n e l f r o m t h e a - h e l i c a l p l u g d o m a i n , w h e r e a s t h e 

p a r t i a l l y o p e n a n d o p e n c o n f o r m a t i o n s a r e t h e r e s u l t o f t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n S e c Y E G c o m p l e x a n d 

A D P , r e s p e c t i v e l y A T P - b o u n d S e c A ( V a n d e n B e r g e t a l . 2 0 0 4 ; Z i m m e r , N a m a n d R a p o p o r t 2 0 0 8 ; A l l e n 

e t a l . 2 0 1 6 ; L i e t a l . 2 0 0 7 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r 2 0 1 8 ) . T h e g e n e r a l s t r u c t u r e o f t h e S e c Y E G 

c o m p l e x i s d e p i c t e d i n F i g u r e 2 . 1 . 
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S e c f J / S e c G 

S e c y S e c E 

F i g u r e 2 . 1 : S e c Y E G c o m p l e x . T h e t w o h a l v e s o f S e c Y a r e d e p i c t e d i n d a r k b l u e a n d p u r p l e , w h i c h f o r m a 
c l a m p s e r v i n g a s a p a s s a g e f o r t r a n s - m e m b r a n e p r o t e i n d e l i v e r y . T h e s t r u c t u r e i s v i e w e d f r o m t h e 
p e r i p l a s m i c s i d e ( M a i l l a r d , C h a n , a n d D u o n g , 2 0 1 3 ) . 

2.1.2 Structure and Function of the SecA 

S e c A i s a p r o t e i n , r e q u i r e d f o r t h e t r a n s l o c a t i o n o f a n a b u n d a n t p e r c e n t a g e o f p r o t e i n s s y n t h e s i z e d i n E. 

coli ( O l i v e r a n d B e c k w i t h , 1 9 8 1 ; O l i v e r a n d B e c k w i t h , 1 9 8 2 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . W i t h i n 

t h e s e c e l l s , S e c A h a s t h e f u n c t i o n a l p r o p e r t i e s o f a n A T P a s e , r e q u i r e d t o c a t a l y z e t h e m o v e m e n t o f t h e 

s u b s t r a t e p r e - p r o t e i n . A T P a s e a c t i v i t y o f t h e S e c A i s o b s e r v e d a t t h e i n t e r f a c e b e t w e e n t w o n u c l e o t i d e -

b i n d i n g d o m a i n s , N B D - 1 , r e s p e c t i v e l y N B D - 2 ( S c h m i d t e t a l . 1 9 8 8 ; L i l l e t a l . 1 9 8 9 ; H u n t e t a l . 2 0 0 2 ; 

C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . S e e t h e s t r u c t u r e o f S e c A i n f i g u r e 2 . 2 . T h e p r i m a r y s t r u c t u r e o f N B D -

1 i s d i s c o n t i n u e d b y t h e p o l y p e p t i d e c r o s s - l i n k i n g d o m a i n ( P P D X ) , w h e r e a s o n t h e C - t e r m i n a l o f t h e 

N B D - 2 i s l o c a t e d a n a - h e l i c a l d o m a i n c o m p r i s e d o f t w o s u b - d o m a i n s ( H u n t e t a l . 2 0 0 2 ; C r a n f o r d - S m i t h 

a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) : ( i ) t h e a - h e l i c a l s c a f f o l d d o m a i n ( H S D ) a n d t h e a - h e l i c a l w i n g d o m a i n ( H W D ) . N e a r 

t h e C - t e r m i n u s o f t h e H S D , a t w o - h e l i x f i n g e r ( 2 H F ) d o m a i n i s l o c a t e d ( E r l a n d s o n e t a l . 2 0 0 8 ; C r a n f o r d -

S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . P P X D i n i t i a t e s t h e c o n t a c t b e t w e e n S e c A a n d t h e p r e - p r o t e i n ( B a u e r a n d 

R a p o p o r t 2 0 0 9 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) , w h e r e a s t h e 2 H F c o n t a c t s t h e p r e - p r o t e i n , p l a y i n g a 

c r u c i a l r o l e i n t h e t r a n s l o c a t i o n p r o c e s s ( E r l a n d s o n e t a l . 2 0 0 8 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . 
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S e c A u n d e r g o e s l a r g e c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s u p o n i n t e r a c t i o n w i t h S e c Y E G c o m p l e x , o r a p r e - p r o t e i n 

( Z i m m e r , N a m a n d R a p o p o r t 2 0 0 8 ; C h e n e t a l . 2 0 1 5 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . S p e c i f i c a l l y t h e 

P P X D u n d e r g o e s l a r g e r o t a t i o n a l a n d t r a n s l a t i o n a l m o v e m e n t s r e s u l t i n g i n a m o d u l a t i o n o f t h e d i s t a n c e 

b e t w e e n t h e P P X D d o m a i n a n d t h e N B D - 2 . T h i s a l s o a f f e c t s t h e d i s t a n c e t o H W D ( Z i m m e r , N a m a n d 

R a p o p o r t 2 0 0 8 ; C h e n e t a l . 2 0 1 5 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) 

T h e g r o o v e b e t w e e n P P X D a n d N B D - 2 i s k n o w n a s a ' c l a m p ' a n d i t i s r e s p o n s i b l e f o r t h e b i n d i n g o f t h e 

p r e - p r o t e i n . T h e c l o s e d s t a t e o f t h e c l a m p s t i m u l a t e s t h e A T P a s e a c t i v i t y ( F a k e t a l . 2 0 0 4 ; G o l d e t a l . 

2 0 1 3 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . T h e c l o s e d s t a t e o c c u r s w h e n t h e P P X D i s p o s i t i o n e d n e a r t h e 

N B D - 2 , w h e r e a s t h e o p e n s t a t e i s l i n k e d w i t h a n i n c r e a s e d d i s t a n c e f r o m t h e N B D - 2 . O n c o n t r a r y , t h e 

o p e n s t a t e o f t h e c l a m p m e a n s t h a t P P X D m o v e s c l o s e r t o H W D a n d t h e c l o s e d s t a t e i s r e f l e c t e d i n t h e 

i n c r e a s e i n d i s t a n c e b e t w e e n P P X D a n d H W D . 

F i g u r e 2 . 2 : T h e s t r u c t u r e o f E. coli S e c A i s s h o w n i n t h e o p e n c l a m p s t a t e . I n t h e g r o o v e b e t w e e n N B D - 1 / -
2 a n d P P X D s u b s t r a t e b i n d i n g o c c u r s ( C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ; G e l i s e t a l . , 2 0 0 7 ) . 

S u b s t r a t e 

b i n d i n g 
2VDA 

Escherichia coli 
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2.1.3 SecA-Mediated Protein Translocation Models 

T h e m e c h a n i s t i c m o d e l s d e s c r i b i n g t h e t r a n s l o c a t i o n o f t h e s u b s t r a t e p r o t e i n s t h r o u g h t h e S e c Y E G 

c o m p l e x a r e g e n e r a l l y c l a s s i f i e d i n t o t h r e e t y p e s : ( i ) p r o c e s s i v e , ( i i ) p r o b a b i l i s t i c , a n d ( i i i ) m i x e d 

p r o c e s s i v e / p r o b a b i l i s t i c ( C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . 

M o s t p r o c e s s i v e m o d e l s c l a i m d i m e r i z a t i o n o r o l i g o m e r i z a t i o n o f t h e S e c A t o a c c o u n t f o r m e c h a n i s t i c 

r e q u i r e m e n t s f o r t r a n s l o c a t i o n o f t h e s u b s t r a t e p r o t e i n ( G o u r i d i s e t a l . 2 0 1 3 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 

2 0 1 8 ) . M u l t i m e r i z a t i o n i s a l s o s u g g e s t e d g i v e n t h e s i m i l a r i t i e s w i t h R e c A h e l i c a s e s , w h i c h t h e l a t t e r 

u n d e r g o e s t o u n w i n d t h e R N A m o l e c u l e s ( Y e e t a l . 2 0 0 4 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . T h e b i n d i n g 

o f t h e A T P t o t h e p o t e n t i a l S e c A d i m e r i n c r e a s e s t h e i n t e r a c t i o n a f f i n i t y w i t h t h e S e c Y E G c o m p l e x a n d 

p r e v e n t s o n a c e r t a i n s c a l e i t s p r o t e o l y t i c d i g e s t i o n , i m p l y i n g c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s ( E c o n o m o u a n d 

W i c k n e r 1 9 9 4 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . T h e s e s t r u c t u r a l t r a n s f o r m a t i o n s f u r t h e r e n h a n c e 

t r a n s l o c a t i o n c a p a b i l i t i e s o f t h e S e c - A ( S c h i e b e l e t a l . 1 9 9 1 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . T h e 

h y d r o l y s i s o f A T P , a n d h e n c e t h e f o r m a t i o n o f A D P , r e s u l t s i n a p r e - t r a n s l o c a t i o n s t a t e o f t h e m o t o r , 

w h i c h m a y i n i t i a t e a n o t h e r r o u n d o f t r a n s l o c a t i o n , n e v e r t h e l e s s a l w a y s p r e v e n t i n g t h e b a c k w a r d 

m o v e m e n t o f t h e s u b s t r a t e p r o t e i n ( v a n d e r W o l k e t a l . 1 9 9 7 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . 

A c c o r d i n g t o t h e p r o b a b i l i s t i c m o d e l s , S e c A p r o t e i n r e g u l a t e s t h e c o n f o r m a t i o n o f t h e S e c Y E G c o m p l e x . 

C o n c r e t e l y , A D P - b o u n d S e c A p r o t e i n c o n s t r a i n s a p a r t i a l l y o p e n c o n f o r m a t i o n t o t h e S e c Y E G c o m p l e x , 

a l l o w i n g o n l y t h e p a s s a g e o f a m i n o a c i d s w i t h a s m a l l s i d e c h a i n . T h e p r e s e n c e o f t h e s e l e c t e d a m i n o a c i d s 

i s d i s c e r n e d b y t h e S e c Y E G a n d 2 H F , r e s u l t i n g i n a n u c l e o t i d e e x c h a n g e r e a c t i o n , t h u s f o r m i n g A T P -

b o u n d S e c A , w h i c h c a u s e s t h e o p e n c o n f o r m a t i o n o f t h e S e c Y E G a n d e n a b l e s t h e t r a n s l o c a t i o n o f t h e 

s u b s t r a t e p r o t e i n ( C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . 

I n t h e m i x e d p r o c e s s i v e / p r o b a b i l i s t i c m o d e l s , t h e t r a n s l o c a t i o n o f t h e s u b s t r a t e p r o t e i n i s d e s c r i b e d as 

d i f f u s i o n a l , h o w e v e r , t h e s u b s t r a t e m o v e m e n t i s i n f l u e n c e d b y t h e 2 H F . R e s p e c t i v e l y , t h e i n t e r a c t i o n o f 

S e c A w i t h t h e S e c Y E G c o m p l e x c a u s e s i t s o p e n c o n f o r m a t i o n , w h e r e a s b i n d i n g o f t h e f o r m e r o n e w i t h 

A T P e n a b l e s t r a n s l a t i o n o f t h e 2 H F , w h i c h i n i t i a t e s t h e t r a n s l o c a t i o n o f t h e s u b s t r a t e p r o t e i n ( E r l a n d s o n e t 

a l . 2 0 0 8 ; B a u e r e t a l . 2 0 1 4 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . A l t h o u g h t h i s t r a n s l o c a t i o n i s n o t s u f f i c i e n t , 

t h e l a r g e s t p a r t i s d o n e t h r o u g h s i m p l e d i f f u s i o n ( S c h i e b e l e t a l . 1 9 9 1 ; C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . 

A s c h e m a t i c d e p i c t i n g t h e a f o r e m e n t i o n e d m o d e l s i s d e p i c t e d i n F i g u r e 2 . 3 . 
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ADP ATP 

( B ) P r o b a b i l i s t i c 
Part open Open Part open Closed 

A D P ATP 

( C ) " P u s h - a n d - s l i d e 

P e r i p l a s m 
Membrane SecYEG 
Cytoplasm"' 

S e c A l A D P J 

F i g u r e 2 . 3 : M o d e l o f S e c A - m e d i a t e d t r a n s m e m b r a n e p r o t e i n t r a n s l o c a t i o n . ( A ) P r o c e s s i v e m o d e l s s u p p o r t 
A T P - s t i m u l a t e d c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s i n S e c A , r e s u l t i n g i n i t s ' o p e n ' c o n f o r m a t i o n s t a t e , a s a 
r e q u i r e m e n t f o r t r a n s - m e m b r a n e p r o t e i n t r a n s l o c a t i o n . M o s t m o d e l s s u g g e s t o l i g o m e r i z a t i o n o f t h e S e c A , 
t o a c c o u n t f o r s u c h a p o w e r - s t r o k e m e c h a n i s m . A T P t o A D P h y d r o l y s i s c o u l d r e s u l t i n t h e r e s t o r a t i o n o f 
t h e p r e - t r a n s l o c a t i o n s t a t e , o r i n i t i a t i o n o f a s e c o n d p u s h . ( B ) P r o b a b i l i s t i c m o d e l s s t a t e t h e f o r m a t i o n o f 
t h e p a r t i a l l y - o p e n s t a t e o f t h e S e c Y E G c o m p l e x w h e n S e c A i s b o u n d t o A D P , w h e r e a f u l l y o p e n o n e i s i n 
t h e p r e s e n c e o f A T P . T r a n s l o c a t i o n o f t h e p o l y p e p t i d e i s d i f f u s i o n a l . ( C ) M i x e d p r o c e s s i v e / p r o b a b i l i s t i c 
m o d e l s s u p p o r t t h e h y p o t h e s i s o f a f u l l y o p e n s t a t e o f t h e S e c Y E G c o m p l e x w h e n S e c A i s b o u n d t o A D P . 
T h e b i n d i n g o f A T P c a u s e s m o v e m e n t o f t h e 2 H F s u b - d o m a i n , r e s u l t i n g i n d i r e c t i o n a l d i f f u s i o n o f t h e 
p o l y p e p t i d e t h r o u g h S e c Y E G ( C r a n f o r d - S m i t h a n d H u b e r , 2 0 1 8 ) . 
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3 Single-molecule Detection Techniques 

S i n g l e - m o l e c u l e d e t e c t i o n t e c h n i q u e s a r e t e c h n i q u e s u t i l i z e d f o r o b s e r v i n g s i n g l e m o l e c u l e s , a n d 

c o n s e q u e n t l y e l u c i d a t i o n o f t h e i r c o m p l e x d y n a m i c b e h a v i o r s a n d m o l e c u l a r i n t e r a c t i o n s ( M i l l e r e t a l . ) . 

A n o v e r v i e w o f t h e t e c h n i q u e s u s i n g l i g h t m i c r o s c o p y m e t h o d s i s g i v e n h e r e . 

3.1 Light Microscopy Approaches 

L i g h t m i c r o s c o p y t o o l s a r e c o n v e n i e n t f o r s t u d y i n g s m a l l m o l e c u l e s d u e t o t h e s m a l l p e r t u r b a t i o n o f t h e i r 

n a t i v e p h y s i o l o g i c a l s t a t e . F l u o r e s c e n c e e m i s s i o n i s m a i n l y u s e d i n t h e s e t e c h n i q u e s , w h i c h u p o n 

s e p a r a t i o n o f t h e a b s o r p t i o n a n d t h e e m i s s i o n w a v e l e n g t h ( s e e F i g u r e 3 . 1 ) a l l o w s f i l t e r i n g o f t h e e x c i t a t i o n 

w a v e l e n g t h u s i n g d i c h r o i c m i r r o r s , t h u s i n c r e a s i n g i m a g e c o n t r a s t . 

T o o v e r c o m e t h e o p t i c a l r e s o l u t i o n l i m i t m o s t m e t h o d s u s e t h e p h o t o - p h y s i c a l p r o p e r t i e s o f t h e 

f l u o r o p h o r e t o a c h i e v e l o w s p a t i a l d e n s i t y ( M i l l e r e t a l . , " S i n g l e - M o l e c u l e T e c h n i q u e s i n B i o p h y s i c s : A 

R e v i e w o f t h e P r o g r e s s i n M e t h o d s a n d A p p l i c a t i o n s " ) . 

A b s o r p t i o n 

I n t e r n a l 
C o n v e r s i o n 

h v A * 

I n t e r s y s t e m 
c r o s s i n g 

F l u o r e s c e n c e 

* h v F 

h v p ^ 

P h o s p h o r e s c e n c e 

F i g u r e 3 . 1 : J a b l o n s k i d i a g r a m . F i v e m a i n p r o c e s s e s a r e s h o w n , s t a r t i n g f r o m l e f t t o r i g h t , i t d i s p l a y s t h e 
a b s o r p t i o n , i n t e r n a l c o n v e r s i o n , i n t e r s y s t e m c r o s s i n g , a n d p h o s p h o r e s c e n c e f r o m t h e f l u o r o p h o r e 
( L a k o w i c z , Principles of Fluorescence Spectroscopy). 
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3.1.1 Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS) 

F C S i s a p o w e r f u l t e c h n i q u e u s e d f o r q u a n t i f y i n g m o l e c u l a r d y n a m i c s b y a n a l y z i n g t i m e c o r r e l a t i o n 

i n t e n s i t y f l u o r e s c e n c e f l u c t u a t i o n s e m i t t e d b y b i o - m o l e c u l e s u p o n d i f f u s i o n t h r o u g h a s m a l l o b s e r v a t i o n 

v o l u m e . F C S i s c o m m o n l y i m p l e m e n t e d i n a c o n f o c a l s y s t e m , a s d e p i c t e d i n F i g u r e 3 . 2 . T o e n h a n c e t h e 

s i g n a l - t o - n o i s e r a t i o ( S N R ) a n d a l s o r e d u c e t h e m e a s u r e m e n t t i m e n e e d e d t o o b t a i n a d e c e n t c o r r e l a t i o n 

c u r v e , a f e m t o l i t e r e x c i t a t i o n v o l u m e i s r e a c h e d b y a h i g h n u m e r i c a l a p e r t u r e o b j e c t i v e c o m b i n e d w i t h e p i -

f l u o r e s c e n c e c o n f i g u r a t i o n , i.e., e x c i t a t i o n a n d e m i s s i o n t h r o u g h t h e s a m e o b j e c t i v e , c o m b i n e d w i t h a 

m i c r o - m e t e r s i z e d p i n h o l e . T h e f l u o r e s c e n c e e m i t t e d i n t h e o u t - o f - f o c u s r e g i o n i s r e j e c t e d b y t h e p i n h o l e , 

a n d t h e r e f o r e , i t d o e s n o t r e a c h t h e d e t e c t o r . A f t e r p a s s i n g t h r o u g h a l o n g - p a s s d i c h r o i c m i r r o r , t h e 

f l u o r e s c e n c e i s f o c u s e d t h r o u g h a p i n h o l e o n t o a n a v a l a n c h e p h o t o d i o d e ( A P D ) . T o f u r t h e r e n h a n c e t h e 

s i g n a l - t o - n o i s e r a t i o , u s a g e o f p u l s e d l a s e r s o v e r c o n t i n u o s - w a v e ( C W ) , a n d a t i m e - c o r r e l a t e d s i n g l e -

p h o t o n c o u n t i n g ( T C S P C ) f o r d e t e c t i o n , i s p r e f e r r e d . 

A P D T ( s ) 

F i g u r e 3 . 2 : F C S . ( A ) S c h e m a t i c o v e r v i e w o f t h e d i f f u s i o n - b a s e d F C S m e a s u r e m e n t s . (B) F l u o r e s c e n c e 
i n t e n s i t y c o l l e c t e d f r o m t h e o b s e r v a t i o n v o l u m e . ( C ) A u t o c o r r e l a t i o n c u r v e c a l c u l a t e d f r o m t h e 
f l u o r e s c e n c e i n t e n s i t y ( Y u e t a l . , " A C o m p r e h e n s i v e R e v i e w o f F l u o r e s c e n c e C o r r e l a t i o n S p e c t r o s c o p y " ) . 
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A u t o c o r r e l a t i o n o f t h e i n t e n s i t y f l u o r e s c e n c e f l u c t u a t i o n F ( t ) i s c a l c u l a t e d a s : 

< F ( t ) F ( t + r ) >  
G ( T ) = < F ( t ) > z 1 [ 3 . 1 ] 

w h e r e < > d e n o t e s t h e t e m p o r a l a v e r a g e , T i s t h e l a g t i m e . G(j) r e p r e s e n t s t h e o v e r l a p o f t h e s i g n a l w i t h 

i t s e l f a t a l a g t i m e T . S u c h c o r r e l a t i o n c a n b e m a d e w i t h a c o m p u t e r - b a s e d s o f t w a r e o r h a r d w a r e c o r r e l a t o r . 

D u e t o a 3 D G a u s s i a n p r o f i l e o f t h e o b s e r v a t i o n v o l u m e , G(j) c a n b e f i t t e d w i t h a 3 D d i f f u s i o n m o d e l a s 

f o l l o w s : 

G ( T ) = i v ( 1 + r r l ( 1 + r " ? ) _ " r3-2] 
' v T D T D z 0 

w h e r e N d e n o t e s t h e a v e r a g e n u m b e r o f m o l e c u l e s i n o b s e r v a t i o n a l v o l u m e ; TD i s t h e a v e r a g e t i m e a 

m o l e c u l e n e e d s t o d i f f u s e t h r o u g h t h e o b s e r v a t i o n a l v o l u m e ; r0 a n d z0 d e n o t e t h e l a t e r a l a n d a x i a l 
1 T 

d i s t a n c e s o v e r w h i c h t h e i n t e n s i t y d e c a y s — i n t h e l a t e r a l a n d a x i a l d i r e c t i o n s , r e s p e c t i v e l y . T h e r a t i o — 
e z 0 

b e c o m e s z e r o , w h e n c o n s i d e r i n g 2 D d i f f u s i o n , s u c h a s d i f f u s i o n o f m o l e c u l e s i n a m e m b r a n e , t h u s g i v i n g 

t h e e x p r e s s i o n G(T)~— . T h e w i d t h o f t h e c o r r e l a t i o n c u r v e xD = TQ/(4D) r e p r e s e n t s t h e a v e r a g e t i m e a 

m o l e c u l e d i f f u s e s t h r o u g h t h e f o c u s l a t e r a l l y , w h e r e D d e n o t e s t h e d i f f u s i o n c o e f f i c i e n t . O n c e G ( T ) i s 

f i t t e d w i t h t h e m o d e l i n e q u a t i o n 3 . 2 , N a n d rD a r e o b t a i n e d , w h i c h u p o n p r e - c a l i b r a t i o n o f r 0 c a n y i e l d D. 

F r o m D t h e h y d r o d y n a m i c r a d i u s RH c a n b e c a l c u l a t e d f r o m t h e e x p r e s s i o n RH = KBT/6nr)D, w h e r e KB 

d e n o t e s B o l t z m a n n c o n s t a n t , T t h e t h e r m o d y n a m i c t e m p e r a t u r e , a n d r\ t h e s o l u t i o n v i s c o s i t y ( Y u e t a l . , " A 

C o m p r e h e n s i v e R e v i e w o f F l u o r e s c e n c e C o r r e l a t i o n S p e c t r o s c o p y " ) . 

3.1.2 F R E T 

F R E T d e s c r i b e s d i s t a n c e - d e p e n d e n t , n o n - r a d i a t i v e , d i p o l e - d i p o l e c o u p l i n g e n e r g y t r a n s f e r f r o m t w o l i g h t -

s e n s i t i v e m o l e c u l e s ( c h r o m o p h o r e s ) ( H o h l b e i n , C r a g g s , a n d C o r d e s , 2 0 1 4 ; P a w l e y a n d S p r i n g e r 

S c i e n c e + B u s i n e s s M e d i a ; V o l k h a r d H e l m s ) . T o o c c u r , t h r e e c o n d i t i o n s m u s t b e f u l f i l l e d : ( i ) s p e c t r a l 

o v e r l a p o f t h e e m i s s i o n s p e c t r u m o f t h e d o n o r w i t h t h e a b s o r p t i o n s p e c t r u m o f t h e a c c e p t o r , ( i i ) t h e 

d i s t a n c e b e t w e e n c h r o m o p h o r e s s h o u l d b e b e t w e e n 2 - 1 0 n m , ( i i i ) t h e d i p o l e m o m e n t s o f t h e c h r o m o p h o r e s 

s h o u l d n o t b e p e r p e n d i c u l a r t o e a c h o t h e r . 
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T h e F R E T e f f i c i e n c y E c a n b e c a l c u l a t e d a s f o l l o w s : 

1 [ 3 . 3 ] 
E = 

kT + k TD 1 + ( Ä / Ä 0 ) 6 D 

w h e r e kT d e n o t e s t h e e n e r g y t r a n s f e r r a t e b e t w e e n d o n o r a n d a c c e p t o r ; kD e n e r g y t r a n s f e r r a t e o f t h e 

d o n o r i n t h e a b s e n c e o f t h e a c c e p t o r ; rT f l u o r e s c e n c e l i f e t i m e o f t h e d o n o r - a c c e p t o r s p e c i e s ; rD 

f l u o r e s c e n c e l i f e t i m e o f t h e d o n o r - o n l y s p e c i e s ; R d i s t a n c e b e t w e e n t w o d i p o l e s , a n d R0 t h e Förster r a d i u s 

w h i c h d e s c r i b e s t h e d i s t a n c e b e t w e e n d i p o l e s a t E e q u a l t o 0 . 5 . 

R0 i s c a l c u l a t e d a s f o l l o w s : 

w h e r e cpD i s t h e d o n o r q u a n t u m y i e l d i n t h e a b s e n c e o f a n a c c e p t o r , JV i s A v o g a d r o ' s n u m b e r , n i s t h e 

r e f r a c t i v e i n d e x o f t h e i n t e r v e n i n g s o l u t i o n , a n d k2 i s t h e d i p o l e o r i e n t a t i o n f a c t o r , w h i c h i s e q u a l t o 2 / 3 

w h e n b o t h c h r o m o p h o r e s a r e i n f r e e - r o t a t i o n . T h e o v e r l a p i n t e g r a l i s a f u n c t i o n o f t h e w a v e l e n g t h A a n d i s 

c a l c u l a t e d u s i n g eA a s t h e m o l e c u l a r e x t i n c t i o n c o e f f i c i e n t o f t h e a c c e p t o r a n d fD a s t h e w a v e l e n g t h -

d e p e n d e n t e m i s s i o n s p e c t r u m o f t h e d o n o r . 

T o l o o k b e y o n d s t a t i c a n d d y n a m i c h e t e r o g e n e i t y o c c u r r i n g i n b i o l o g i c a l s a m p l e s , w h i c h a r e t h e l i m i t o f 

e n s e m b l e - b a s e d F R E T s t u d i e s , s m F R E T a n a l y s e s a r e p r e f e r a b l y a p p l i e d . D u e t o h i g h S N R , d i f f u s i o n -

b a s e d c o n f o c a l m i c r o s c o p y i s c o m m o n l y u t i l i z e d f o r s u c h t e c h n i q u e s . A s c h e m e o f s u c h a n e x p e r i m e n t a l 

s e t u p i s d e p i c t e d i n F i g u r e 3 . 3 . A s i n d i f f u s i o n - b a s e d F C S m e a s u r e m e n t s ( s e e F i g u r e 3 . 2 ) a n e p i -

f l u o r e s c e n c e c o n f i g u r a t i o n i s u s e d , a n d a p i n h o l e t o c o n f i n e t o t h e c o n f o c a l v o l u m e . A s o p p o s e d t o t h e 

p r e v i o u s l y - s t a t e s s e t u p , t w o l a s e r s f o r e x c i t a t i o n a r e u s e d a n d s u i t a b l e b a n d p a s s f i l t e r s a d a p t e d t o t h e 

p r o p e r t i e s o f t h e c h r o m o p h o r e s u s e d . U s a g e o f t w o l a s e r s e s t a b l i s h e s t h e s e t u p m o d u l a t i o n n e e d e d f o r 

a l t e r n a t i n g - l a s e r - e x c i t a t i o n ( A L E X ) , w h i c h a l t e r n a t e l y d i r e c t l y e x c i t e s t h e d o n o r a n d t h e a c c e p t o r 

f l u o r o p h o r e d u r i n g d i f f u s i o n t h r o u g h c o n f o c a l v o l u m e . T h i s p r e v e n t s s p e c t r a l c r o s s - t a l k i.e., d e t e c t i o n o f 

d o n o r p h o t o n s i n t h e a c c e p t o r - e m i s s i o n c h a n n e l , w h i c h c a u s e s e r r o n e o u s E v a l u e s ( H o h l b e i n , C r a g g s , a n d 

C o r d e s , 2 0 1 4 ) . F l u o r e s c e n c e b u r s t s a r e t h e n d e t e c t e d i n a s i n g l e - p h o t o n a v a l a n c h e d i o d e ( S P A D ) d e t e c t o r , 

a n d f u r t h e r a n a l y z e d b y s o f t w a r e f o r f r e e l y - d i f f u s i n g s m F R E T d a t a . 

[ 3 . 4 ] 
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F i g u r e 3 . 3 : s m F R E T . A l a s e r b o x g e n e r a t e s g r e e n a n d r e d l i g h t s , w h i c h u p o n p a s s i n g t h r o u g h a 
c o l l i m a t i n g l e n s a n d a p o l y c h r o i c m i r r o r , f o c u s o n a n o b j e c t i v e i n a n e p i - f l u o r e s c e n c e c o n f i g u r a t i o n . A f t e r 
t h e s p a t i a l r e s t r i c t i o n o f t h e c o n f o c a l v o l u m e b y t h e p i n h o l e , t h e e m i t t e d g r e e n a n d r e d l i g h t a r e s e p a r a t e d 
i n t o c o r r e s p o n d i n g d e t e c t o r c h a n n e l s ( H o h l b e i n , C r a g g s , a n d C o r d e s , 2 0 1 4 ) . 
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4 Experimental Section 

4.1 Materials 

4.1.1 Buffer, Reagents, and Chromophores 

T R I S B u f f e r : c o n t a i n e d 2 0 u M T R I S ( 2 - a m i n o - 2 - ( h y d r o x y m e t h y l ) p r o p a n e - l , 3 - d i o l , 2 4 2 . 2 7 g / m o l 

( P u b C h e m ) ) , 5 0 u M K C 1 , a n d 2 u M M g C l 2 ( a d j u s t e d t o p H 7 . 5 ) . 

A T P a n d A D P w e r e u s e d a s b i o l o g i c a l e f f e c t o r s f o r o b s e r v a t i o n o f S e c t r a n s l o c o n d y n a m i c s . 

A T T O 5 6 5 a n d A T T O 6 4 3 w e r e u t i l i z e d a s c h r o m o p h o r e s . 

4.1.2 Proteins 

S e c A , S e c Y E G , a n d p S p y w e r e u s e d . T o o b s e r v e c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s i n t h e S e c A , s i t e - d i r e c t e d 

m u t a g e n e s i s w i t h m a l e i m i d e d e r i v a t i z a t i o n w e r e d o n e a t p r o t e i n p o s i t i o n s 2 8 0 , a n d 3 3 0 c o r r e s p o n d i n g t o 

P P X D d o m a i n ; p o s i t i o n 6 0 4 i n N B D 2 d o m a i n , a n d p o s i t i o n 7 1 4 i n H W D d o m a i n . F i g u r e 4 . 1 s h o w s t h e 

s t r u c t u r e o f t h e m u t a t e d S e c A . 
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F i g u r e 4 . 1 : S e c A . R e d d o t s d e n o t e t h e i n d u c e d m u t a t i o n s , w h e r e t h e l e f t b o t t o m o n e s c o r r e s p o n d t o 
p o s i t i o n s 2 8 0 , a n d 3 3 0 o f t h e P P X D d o m a i n ; t h e l e f t u p p e r o n e s t o p o s i t i o n 7 1 4 o f t h e H W D d o m a i n , a n d 
t h e r i g h t b o t t o m o n e s t o t h e p o s i t i o n 6 0 4 o f t h e N B D 2 d o m a i n . T h e i m a g e w a s c r e a t e d w i t h P y m o l . 

4.2 Methods 

4.2.1 Single Molecule Detection Techniques 

4.2.1.1 FCS 

O p t i m i z a t i o n o f t h e d i f f u s e d - b a s e d c o n f o c a l s y s t e m , s h o w n i n F i g u r e 3 . 2 , r e q u i r e d i n v e s t i g a t i o n o f t h e 

i n f l u e n c e o f t h e f o c a l d e p t h i n f l u o r e s c e n c e p a r a m e t e r s , e s p e c i a l l y o n m o l e c u l a r b r i g h t n e s s a n d S N R . A 

s c h e m e d e p i c t i n g f o c a l d e p t h i s s h o w n i n F i g u r e 4 . 2 . E s t a b l i s h i n g t h e a i m f e w i n s t r u m e n t a l m o d i f i c a t i o n s 

w e r e d o n e , s u c h a s p o w e r r e d u c t i o n o f t h e l a s e r t o 7 5 % p r e v e n t i n g f l u o r e s c e n c e p h o t o - b l e a c h i n g e f f e c t s . 

T h e l a s e r u s e d g e n e r a t e d e l e c t r o m a g n e t i c r a d i a t i o n w i t h a w a v e l e n g t h o f 5 6 1 n m a n d a f r e q u e n c y o f 2 0 

M H z . T h e s a m p l e c o m p o s i t i o n c o n s i s t e d o f 0 . 1 n M A T T O 5 6 5 , d i s s o l v e d o n a T r i s b u f f e r . T h e s e l e c t i o n 

o f t h e p a r t i c u l a r c h r o m o p h o r e w a s m a d e d u e t o h i g h f l u o r e s c e n c e q u a n t u m y i e l d , h i g h t h e r m a l , a n d 

p h o t o s t a b i l i t y q u a l i t i e s . D a t a c o l l e c t i o n w a s d o n e t h r o u g h c o n s e c u t i v e p o s i t i o n c h a n g e s o f t h e m i c r o s c o p e 

o b j e c t i v e r e l a t i v e t o t h e s u r f a c e o f t h e c o v e r s l i p , o n t o p o f w h i c h w a s p l a c e d t h e s a m p l e c o n t a i n i n g t h e 

d y e . A l l t h e d a t a w e r e a n a l y z e d u s i n g P i c o Q u a n t s o f t w a r e . 
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F i g u r e 4 . 2 : F o c a l D e p t h . R e d l i n e s d e n o t e t h e l i g h t , / t h e f o c a l l e n g t h , a n d F t h e f o c a l p o i n t . F o c a l d e p t h i s 
d e s i g n a t e d w i t h / d w h i c h r e p r e s e n t s t h e d i s t a n c e b e t w e e n t h e f o c a l p o i n t a n d t h e c o v e r s l i p . 

4.2.1.2 Ensemble F R E T 

C o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s d u r i n g t h e a d d i t i o n o f t h e A T P i n t h e S e c A p r o t e i n w e r e a n a l y z e d b y e n s e m b l e 

F R E T , u s i n g f l u o r i m e t r y . F o u r s a m p l e s w e r e p r e p a r e d t o c o n t a i n t w o m o d i f i e d S e c A p r o t e i n s ; o n e w i t h 

c h r o m o p h o r e s A T T O 5 6 5 a n d A T T O 6 4 3 a t t a c h e d t o t h e c y s t e i n e a m i n o a c i d i n p o s i t i o n s 3 3 0 ( P P X D ) a n d 

7 1 4 ( H W D ) o f i t s s e q u e n c e , a n d t h e s e c o n d w i t h t h e s a m e c h r o m o p h o r e s a t t a c h e d t o t h e p o s i t i o n s 2 8 0 

( P P X D ) a n d 6 0 4 ( N B D 2 ) , r e s p e c t i v e l y . T h e f i r s t s a m p l e p r e p a r e d c o n t a i n e d 9 9 . 5 u L T R I S b u f f e r a n d 2 

u L o f t h e S e c A w i t h c h r o m o p h o r e s a t t a c h e d o n p o s i t i o n s 3 3 0 a n d 7 1 4 , w i t h i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f 1 u M . 

O n t h e s e c o n d s a m p l e , 1 u L A T P s o l u t i o n w a s a d d e d w i t h a n i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 0 m M . T h e t h i r d 

s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y t h e a d d i t i o n o f 9 9 9 u L o f t h e b u f f e r a n d 1 u L o f t h e S e c A , w i t h c h r o m o p h o r e s 

a t t a c h e d o n t h e p o s i t i o n s 2 8 0 a n d 6 0 4 , r e s p e c t i v e l y ; w h e r e a s i n t h e f o u r t h s o l u t i o n , 1 u L o f A T P w a s 

a d d e d t o t h e t h i r d s o l u t i o n . C h r o m o p h o r e s o n t h e s a m p l e s w e r e e x c i t e d b y a r a d i a t i o n w i t h t h e 

c o r r e s p o n d i n g m a x i m u m a b s o r p t i o n w a v e l e n g t h . 
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4.2.1.3 s m F R E T 

M o d i f i e d S e c A p r o t e i n i n p o s i t i o n s 3 3 0 ( P P X D ) , a n d 7 1 4 ( H W D ) w e r e a n a l y z e d u s i n g a d i f f u s e d - b a s e d 

s m F R E T c o n f o c a l s y s t e m , s h o w n i n F i g u r e 3 . 3 . I n a d d i t i o n , S e c A - S e c Y E G , S e c A - S e c Y E G - A D P , a n d 

S e c A - S e c Y E G - A T P m i x t u r e s w e r e i n v e s t i g a t e d . A l l s a m p l e s p r e p a r e d w e r e e n s u r e d t o b e a t a 

c o n c e n t r a t i o n s m a l l e r t h a n 1 0 0 p M . T h e d a t a w e r e a n a l y z e d u s i n g F R E T B u r s t s , a s o p e n s o u r c e s o f t w a r e 

f o r t h e i n t e r p r e t a t i o n o f f r e e l y - d i f f u s i n g s m F R E T d a t a ( I n g a r g i o l a e t a l , " F R E T B u r s t s : A n O p e n S o u r c e 

T o o l k i t f o r A n a l y s i s o f F r e e l y - D i f f u s i n g S i n g l e - M o l e c u l e F R E T " ) . 
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5 Results and Discussion 

5.1 The Dependence of Fluorescence Parameters on Focal Depth Variation 

T h e s i n g l e - m o l e c u l e f l u o r e s c e n c e e x p e r i m e n t a t i o n s a r e h i g h l y s e n s i t i v e t o s i g n a l - t o - n o i s e r a t i o ( S N R ) a n d 

s i g n a l - t o - b a c k g r o u n d - r a t i o ( S B R ) , t h e r e f o r e t h e c o r r e c t l y a p p l i e d f o c a l d e p t h i s o f h i g h i m p o r t a n c e . T h i s 

e x p e r i m e n t a i m e d t o d e t e r m i n e t h e i n f l u e n c e o f t h e f o c a l d e p t h i n f l u o r e s c e n c e p a r a m e t e r s , w i t h a d i s t i n c t 

a w a r e n e s s o f t h e m o l e c u l a r b r i g h t n e s s a n d S N R , u s i n g a d i f f u s e d - b a s e d F C S c o n f o c a l s y s t e m . F i g u r e 5 . 1 

a n d F i g u r e 5 . 2 s h o w t h e d e p e n d e n c e o f t h e m o l e c u l a r b r i g h t n e s s , d e f i n e d a s t h e r a t i o o f t h e m e a n p h o t o n s 

c o u n t s p e r s e c o n d ( C P S ) t o t h e a v e r a g e n u m b e r o f m o l e c u l e s i n t h e c o n f o c a l v o l u m e ( Y a m a m o t o a n d 

S a s a k i ) , a n d t h e S N R t o t h e f o c a l d e p t h . 

8 0 T 

£ 7 0 
3 

S 6 0 s 
So E 5 0 
as 

I 4 0 
u 

| 3 0 

2 0 
10 

Focal Depth / \im 
15 2 0 

F i g u r e 5 . 1 : D e p e n d e n c e o f t h e m o l e c u l a r b r i g h t n e s s u p o n f o c a l d e p t h v a r i a t i o n . I t s h o w s a s t e e p i n c r e a s e 
i n t h e m o l e c u l a r b r i g h t n e s s f r o m 1 0 u m , a t 4 4 k H z , a s t h e f o c a l d e p t h a p p r o a c h e s 0 u m . T h e h i g h e s t 
m o l e c u l a r b r i g h t n e s s v a l u e i s r e a c h e d a t 2 u m w i t h 7 3 k H z . F r o m 1 0 t o 2 0 u m a r e l a t i v e l y s m a l l c h a n g e i n 
m o l e c u l a r b r i g h t n e s s i s o b s e r v e d , f r o m 4 4 k H z t o 3 0 k H z , r e s p e c t i v e l y . 
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as 
Z 

1 8 0 

1 6 0 

1 4 0 

1 2 0 -

1 0 0 -

8 0 

6 0 

4 0 
0 

—\ h -
1 0 15 
Focal Depth / \im 

2 0 2 5 

F i g u r e 5 . 2 : D e p e n d e n c e o f t h e S N R u p o n f o c a l d e p t h v a r i a t i o n . I t s h o w s a s t e e p i n c r e a s e i n t h e S N R , f r o m 
2 u m , a t 4 8 , a s t h e f o c a l d e p t h r e a c h e s 1 0 u m , a t 1 5 6 . T h e h i g h e s t S N R i s r e a c h e d a b o v e 1 0 u m w i t h a 
v a l u e o f a r o u n d 1 6 0 . F r o m 1 0 t o 2 0 u m a r e l a t i v e l y s m a l l c h a n g e i n S N R i s o b s e r v e d , f r o m 1 5 6 t o 1 6 1 , 
r e s p e c t i v e l y . 

T h e r e s u l t s s h o w n a b o v e m a y s u g g e s t a n i n c r e a s e i n t h e n o i s e a s t h e f o c a l d e p t h d e c r e a s e s f r o m 1 0 u m t o 

t h e s u r f a c e o f t h e c o v e r - s l i p , a n d a r e l a t i v e l y c o n s t a n t s i g n a l a s t h e f o c a l d e p t h i n c r e a s e s f r o m 1 0 t o 2 0 u m . 

T h i s w a s a n e c e s s a r y s t e p i n t h e o p t i m i z a t i o n o f o u r s i n g l e - m o l e c u l e e x p e r i m e n t s , w h i c h l e d t o a n i n c r e a s e 

i n d a t a q u a l i t y . 

5.2 Ensemble F R E T Measurements of Configuration Changes in SecA 

5.2.1 Ensemble F R E T Measurements of Configuration Changes in SecA-ATP Mixture 

T h i s e x p e r i m e n t a i m e d t o m e a s u r e c o n f i g u r a t i o n c h a n g e s i n S e c A i n p r e s e n c e o f A T P . T h e g r a p h s i n 

F i g u r e s 5 . 3 , a n d 5 . 4 d e p i c t e n s e m b l e F R E T m e a s u r e m e n t s o f S e c A , m u t a t e d i n p o s i t i o n s 2 8 0 ( P P X D ) , 6 0 4 

( N B D 2 ) , a n d 3 3 0 ( P P X D ) , 7 1 4 ( H W D ) , r e s p e c t i v e l y , a l o n e a n d w i t h t h e a d d i t i o n o f A T P . T a b l e 5 . 1 

s u m m a r i z e s t h e r e l a t i v e p r o x i m i t y r a t i o s ( E P R ) , w h i c h i s c a l c u l a t e d a s f o l l o w s : 
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E P R -
I&fl,d)+I&fl,a) 

[ 5 . 1 ] 

w h e r e / d e n o t e s t h e f l u o r e s c e n c e i n t e n s i t y , w h e r e a s A.fld, a n d A.fiiCL, t h e f l u o r e s c e n c e e m i s s i o n m a x i m u m 

o f t h e d o n o r , a n d t h e a c c e p t o r c h r o m o p h o r e s u t i l i z e d ( A T T O 6 4 3 a s t h e d o n o r , a n d A T T O 5 6 5 a s t h e 

a c c e p t o r ) , r e s p e c t i v e l y ( M c C a n n e t a l . ) . 

9 0 0 0 T 

in 
U 6 0 0 0 

0 « M M i - 0 « M M ^ O « M O O ^ O « ( S O O T t O « ( S O O ^ O > 0 ( S O O \ t O 
i ^ i ^ o o o o ^ o o ^ ^ r ^ ( r i ( r i ^ ^ i o ^ ^ r ^ r ^ o o O N O N O O - H f N f N r n r n T t - i o 

Wavelength (k) / nm 

F i g u r e 5 . 3 : E n s e m b l e F R E T M e a s u r e m e n t s o f S e c A a n d S e c A - A T P m i x t u r e . I t s h o w s t h e f l u o r e s c e n c e 
s p e c t r u m o f t h e A T T O 5 6 5 d y e , a s a d o n o r , a n d A T T O 6 4 3 , a s t h e a c c e p t o r , a t t a c h e d t o t h e c y s t e i n e 
a m i n o a c i d , l o c a t e d o n 2 8 0 ( P P X D ) a n d 6 0 4 ( N B D 2 ) p o s i t i o n s , r e s p e c t i v e l y . T h e f i r s t p e a k d i s p l a y s l i g h t 
e m i s s i o n f r o m t h e d o n o r , w h e r e a s t h e s e c o n d o n e f r o m t h e a c c e p t o r , s i g n i f y i n g t h e F R E T o c c u r r e n c e . T h e 
b l u e d o t s r e p r e s e n t t h e F R E T p r o c e s s o c c u r r i n g b e t w e e n t h e d y e s o n t h e S e c A p r o t e i n , w h e r e a s t h e r e d 
o n e s a f t e r t h e a d d i t i o n o f t h e A T P . 
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6 0 0 0 0 T 

5 0 0 0 0 -

O ^ O N O O ^ O C M M i - O ^ O N O O T t O i C M O O i - O ^ O N O O T t O C M O O i - O 
i ^ i ^ o o o o ^ O O ^ ^ r s i r n r n ^ ^ i o ^ ^ r ^ r - - ' O O O N O N O O - H f N f N r n r n T t - i o 

Wavelength (k) / nm 

F i g u r e 5 . 4 : E n s e m b l e F R E T m e a s u r e m e n t s o f S e c A a n d S e c A - A T P m i x t u r e . I t s h o w s t h e f l u o r e s c e n c e 
s p e c t r u m o f t h e A T T O 5 6 5 d y e , a s a d o n o r , a n d A T T O 6 4 3 , a s t h e a c c e p t o r , a t t a c h e d t o t h e c y s t e i n e 
a m i n o a c i d , l o c a t e d o n 3 3 0 ( P P X D ) a n d 7 1 4 ( H W D ) p o s i t i o n s , r e s p e c t i v e l y . T h e f i r s t p e a k d i s p l a y s l i g h t 
e m i s s i o n f r o m t h e d o n o r , w h e r e a s t h e s e c o n d o n e f r o m t h e a c c e p t o r , s i g n i f y i n g t h e F R E T o c c u r r e n c e . T h e 
b l u e d o t s r e p r e s e n t t h e F R E T p r o c e s s o c c u r r i n g b e t w e e n t h e d y e s o n t h e S e c A p r o t e i n , w h e r e a s t h e r e d 
o n e s a f t e r t h e a d d i t i o n o f t h e A T P . 
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T a b l e 5 . 1 : S u m m a r y o f E P R o f t h e i n v e s t i g a t e d s a m p l e s . A P O d e n o t e s t h e s a m p l e w i t h o n l y S e c A p r o t e i n 
p r e s e n t . T h e a d d i t i o n o f A T P o n t h e S e c A m u t a t e d a t p o s i t i o n s 3 3 0 a n d 7 1 4 , d e c r e a s e d E P R f r o m 0 . 3 2 t o 
0 . 3 3 ; w h e r e a s t h e s a m p l e m u t a t e d a t p o s i t i o n s 2 8 0 a n d 6 0 4 d e c r e a s e d i t f r o m 0 . 4 6 t o 0 . 4 7 . 

A P O S e c A - A T P 

P P X D - H W D 0 . 3 2 0 . 3 3 

P P X D - N B D 2 0 . 4 6 0 . 4 7 

T h e r e s u l t s s h o w a l m o s t n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e F R E T a f t e r t h e a d d i t i o n o f t h e A T P . T h i s m a y 

s u g g e s t a l i m i t e d A T P a s e a c t i v i t y o f t h e S e c A , d u e t o t h e a b s e n c e o f t h e S e c Y E G a n d s u b s t r a t e p r o t e i n 

( R o b s o n e t a l . , 2 0 0 9 ) . 

5.2.2 Ensemble F R E T Measurements of Configuration Changes in SecA-pSpy and SecA-

pSpy-ATP Mixtures 

T h i s e x p e r i m e n t a i m e d t o m e a s u r e c o n f i g u r a t i o n c h a n g e s i n S e c A w h e n c o m b i n e d w i t h p S p y , a n d p S p y -

A T P c o m p l e x . T h e g r a p h s i n F i g u r e s 5 . 5 , 5 . 6 , a n d 5 . 7 d e p i c t e n s e m b l e F R E T m e a s u r e m e n t s o f S e c A , 

m u t a t e d i n p o s i t i o n s 3 3 0 ( P P X D ) , a n d 7 1 4 ( H W D ) , a l o n e , w i t h t h e a d d i t i o n o f p S p y , a n d a d d i t i o n o f t h e 

A T P o n t h e l a t t e r s a m p l e . T a b l e 5 . 2 s u m m a r i z e s E P R v a l u e s c a l c u l a t e d f r o m t h e r e s u l t s g a i n e d . 

2 0 



6 0 0 0 T 

O V O M O O ^ O V O t S O O ^ t O V O N O O ^ O ' O M M ^ O ^ t S O O ^ O V O M M ^ O 

Wavelength (k) I nm 

F i g u r e 5 . 5 : E n s e m b l e F R E T m e a s u r e m e n t s o f t h e S e c A . I t s h o w s t h e f l u o r e s c e n c e s p e c t r u m o f t h e A T T O 
5 6 5 d y e , a s a d o n o r , a n d A T T O 6 4 3 , a s t h e a c c e p t o r , a t t a c h e d t o t h e c y s t e i n e a m i n o a c i d , l o c a t e d o n 3 3 0 
( P P X D ) a n d 7 1 4 ( H W D ) p o s i t i o n s o f t h e S e c A . T h e f i r s t p e a k d i s p l a y s l i g h t e m i s s i o n f r o m t h e d o n o r , 
w h e r e a s t h e s e c o n d o n e f r o m t h e a c c e p t o r , s i g n i f y i n g t h e F R E T o c c u r r e n c e . 
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6 0 0 0 T 

F i g u r e 5 . 6 : E n s e m b l e F R E T M e a s u r e m e n t s o f t h e S e c A w i t h p S p y . I t s h o w s t h e f l u o r e s c e n c e s p e c t r u m o f 
t h e A T T O 5 6 5 d y e , a s a d o n o r , a n d A T T O 6 4 3 , a s t h e a c c e p t o r , a t t a c h e d t o t h e c y s t e i n e a m i n o a c i d , 
l o c a t e d o n 3 3 0 ( P P X D ) a n d 7 1 4 ( H W D ) p o s i t i o n s o f t h e S e c A w i t h p S p y , r e s p e c t i v e l y . T h e f i r s t p e a k 
d i s p l a y s l i g h t e m i s s i o n f r o m t h e d o n o r , w h e r e a s t h e s e c o n d o n e f r o m t h e a c c e p t o r , s i g n i f y i n g t h e F R E T 
o c c u r r e n c e . 
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9 0 0 0 T 

0 » ( N O O T t O C ( N O O ' t O « ( N O O ' t O « N O O ' t O « M O O \ t O « M 0 0 1 - 0 

Wavelength (X) / nm 

F i g u r e 5 . 7 : E n s e m b l e F R E T M e a s u r e m e n t s o f t h e S e c A C o m p l e x e d p S p y a n d A T P . I t s h o w s t h e 
f l u o r e s c e n c e s p e c t r u m o f t h e A T T O 5 6 5 d y e , a s a d o n o r , a n d A T T O 6 4 3 , a s t h e a c c e p t o r , a t t a c h e d t o t h e 
c y s t e i n e a m i n o a c i d , l o c a t e d o n 3 3 0 ( P P X D ) a n d 7 1 4 ( H W D ) p o s i t i o n s o f t h e S e c A w i t h p S p y a n d A T P , 
r e s p e c t i v e l y . T h e f i r s t p e a k d i s p l a y s l i g h t e m i s s i o n f r o m t h e d o n o r , w h e r e a s t h e s e c o n d o n e f r o m t h e 
a c c e p t o r , s i g n i f y i n g t h e F R E T o c c u r r e n c e . 

T a b l e 5 . 2 : E P R v a l u e s u m m a r y o f t h e i n v e s t i g a t e d s a m p l e s . T h e a d d i t i o n o f p S p y d e c r e a s e s E P R f r o m 0 . 4 1 
t o 0 . 3 8 , w h e r e a s w i t h t h e a d d i t i o n o f A T P E P R r e a c h e d t h e l o w e s t v a l u e o f 0 . 3 6 . 

A P O P P X D - H W D p S p y S e c A P P X D - H W D A T P p S p y S e c A P P X D - H W D 

0 . 4 1 0 . 3 8 0 . 3 6 

T h e r e s u l t s d e p i c t a d e c r e a s e i n E P R w h e n p S p y a n d A T P w e r e a d d e d t o t h e S e c A p r o t e i n s a m p l e . T h i s E P R 

d e c r e a s e m a y h a v e b e e n a r e s u l t o f a n i n c r e a s e i n d i s t a n c e b e t w e e n P P X D a n d H W D d o m a i n s b y 

r o t a t i o n a l a n d t r a n s l a t i o n a l m o v e m e n t s o f t h e S e c A , w h i c h m a y s u g g e s t t h e o c c u r r e n c e o f t h e " c l o s e d " 

c o n f o r m a t i o n o f t h e S e c A . N o s i g n i f i c a n t d e c r e a s e o f E p R w h e n o n l y p S p y w a s a d d e d , i m p l y i n g t h e c r u c i a l 

r o l e o f A T P i n t h e f u n c t i o n o f S e c A . 
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5.3 smFRET Measurements of Configuration Changes in SecA 

T h i s e x p e r i m e n t a i m e d t o m e a s u r e c o n f i g u r a t i o n c h a n g e s i n S e c A , u p o n a d d i t i o n o f A D P , a n d A T P , i n t h e 

p r e s e n c e o f S e c Y E G . T h e g r a p h i n F i g u r e 5 . 8 d e p i c t s s m F R E T m e a s u r e m e n t s o f S e c A , m u t a t e d i n 

p o s i t i o n s 3 3 0 ( P P X D ) , a n d 7 1 4 ( H W D ) . I n t h e F i g u r e 5 . 9 i s s h o w n s m F R E T m e a s u r e m e n t f o r S e c A 

c o u p l e d w i t h S e c Y E G , w h e r e a s o n 5 . 1 0 , a n d 5 . 1 1 , a r e o b s e r v e d e f f e c t s o f a d d i t i o n o f A D P a n d A T P o n 

t h e S e c A - S e c Y E G m i x t u r e , r e s p e c t i v e l y . 

F i g u r e 5 . 8 : s m F R E T M e a s u r e m e n t o f t h e S e c A . T h e f i r s t p i c t u r e d e p i c t s a 2 - D A L E X h i s t o g r a m o f t h e 
S e c A . T h e s e c o n d o n e s h o w s t h e E h i s t o g r a m f i t t e d w i t h a G a u s s i a n m o d e l a n d n o r m a l i z e d . T h e S v a l u e 
p e a k s a t a p p r o x i m a t e l y 0 . 4 . T h e n o r m a l i z e d E h i s t o g r a m f i t t e d w i t h a G a u s s i a n m o d e l s h o w s t h r e e 
p o p u l a t i o n s ; l o w F R E T p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 6 E, a n d a r o u n d 3 / 8 N o r m a l i s e d O c c u r r e n c e (NO) w i t h b r o a d 
w i d t h ; m i d F R E T p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 3 E, a n d 1 /4 NO w i t h b r o a d w i d t h ; a n d c l o s e F R E T F R E T p e a k i n g 
a t 0 . 7 E, a n d a r o u n d 1 /2 NO w i t h n a r r o w w i d t h . T h e s u m o f t h e f i t s ( b l a c k c u r v e ) s h o w s t w o p o p u l a t i o n ; 
o n e p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 2 E, a n d 1 /4 NO, w i t h b r o a d w i d t h ; a n d t h e o t h e r p e a k i n g a t 0 . 7 E, a n d 1 NO. 

2 4 



F i g u r e 5 . 9 : s m F R E T M e a s u r e m e n t o f t h e S e c A , w i t h S e c Y E G . T h e f i r s t p i c t u r e d e p i c t s a 2 - D A L E X 
h i s t o g r a m o f t h e S e c A . T h e s e c o n d o n e s h o w s t h e E h i s t o g r a m f i t t e d w i t h a G a u s s i a n m o d e l a n d 
n o r m a l i z e d . T h e S v a l u e p e a k s a t a r a n g e o f 0 . 8 t o 0 . 9 , b u t o t h e r w i s e s p r e a d f r o m 0 . 9 t o a r o u n d 0 . 5 . T h e 
n o r m a l i z e d E h i s t o g r a m f i t t e d w i t h a G a u s s i a n m o d e l s h o w s t w o p o p u l a t i o n s ; l o w F R E T p e a k i n g a t 
a r o u n d 0 . 1 E, a n d a r o u n d 1 3 / 1 4 NO w i t h b r o a d w i d t h ; a n d c l o s e F R E T p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 4 E, a n d 
a r o u n d 1 /7 NO w i t h b r o a d w i d t h . T h e s u m o f t h e f i t s s h o w s o n e p o p u l a t i o n p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 1 E, a n d 
1 3 / 1 4 NO, w i t h b r o a d w i d t h . 

F i g u r e 5 . 1 0 : s m F R E T M e a s u r e m e n t o f t h e S e c A , w i t h S e c Y E G a n d A D P . T h e f i r s t p i c t u r e d e p i c t s a 2 - D 
A L E X h i s t o g r a m o f t h e S e c A . T h e s e c o n d o n e s h o w s t h e E h i s t o g r a m f i t t e d w i t h a G a u s s i a n m o d e l a n d 
n o r m a l i z e d . T h e S v a l u e r a n g e s f r o m 0 . 7 t o 0 . 9 . T h e n o r m a l i z e d E h i s t o g r a m f i t t e d w i t h a G a u s s i a n m o d e l 
s h o w s t h r e e p o p u l a t i o n s ; l o w F R E T p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 1 E, a n d a r o u n d 3 / 4 NO w i t h r e l a t i v e l y b r o a d 
w i d t h ; m i d F R E T p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 3 E, a n d a r o u n d 1/8 NO w i t h b r o a d w i d t h ; a n d c l o s e F R E T w h i c h i s 
a l m o s t i n s i g n i f i c a n t , p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 7 E, a n d a r o u n d 1 / 2 0 NO w i t h b r o a d w i d t h . T h e s u m o f t h e f i t s 
s h o w s o n e p o p u l a t i o n p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 1 E, a n d 7 / 8 NO, w i t h r e l a t i v e l y b r o a d w i d t h . 
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F i g u r e 5 . 1 1 : s m F R E T M e a s u r e m e n t o f t h e S e c A , w i t h S e c Y E G a n d A T P . T h e f i r s t p i c t u r e d e p i c t s a 2 - D 
A L E X h i s t o g r a m o f t h e S e c A . T h e s e c o n d o n e s h o w s t h e E h i s t o g r a m f i t t e d w i t h a G a u s s i a n m o d e l a n d 
n o r m a l i z e d . T h e S v a l u e r a n g e s f r o m 0 . 8 t o 0 . 9 . T h e n o r m a l i z e d E h i s t o g r a m f i t t e d w i t h a G a u s s i a n m o d e l 
s h o w s t h r e e p o p u l a t i o n s ; l o w F R E T p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 1 E, a n d a r o u n d 1 3 / 1 4 NO w i t h r e l a t i v e l y b r o a d 
w i d t h ; w i t h m i d F R E T a n d c l o s e F R E T p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 4 E , 1 /7 NO, a n d 0 . 7 E, 1 / 1 4 NO, w h i c h a r e 
a l m o s t i n s i g n i f i c a n t . T h e s u m o f t h e f i t s s h o w s o n e p o p u l a t i o n p e a k i n g a t a r o u n d 0 . 1 E, a n d 1 3 / 1 4 NO, 
w i t h r e l a t i v e l y b r o a d w i d t h . 

T a b l e 5 . 3 : S u m m a r i z e d r e s u l t s f r o m t h e s m F R E T m e a s u r e m e n t s o f t h e i n v e s t i g a t e d s a m p l e s . S e c A a l o n e 
s h o w e d n a r r o w - w i d t h s u m o f t h e f i t s E d i s t r i b u t i o n , w i t h a v a l u e p e a k i n g a t 0 . 7 E. W h e n S e c Y E G w a s 
a d d e d t h e c o r r e s p o n d i n g E d i s t r i b u t i o n s w i t h b r o a d w i d t h , p e a k i n g a t 0 . 1 a p p e a r e d . T h e a d d i t i o n o f A D P 
a n d A T P s h o w e d a n E d i s t r i b u t i o n w i t h n a r r o w e r w i d t h c o m p a r e d t o t h e m i x t u r e S e c A - S e c Y E G , b o t h 
p e a k i n g a t 0 . 1 . 

E S u m o f t h e F i t s W i d t h 

S e c A 0 . 7 n a r r o w 

S e c A - S e c Y E G 0 . 1 b r o a d 

S e c A - S e c Y E G - A D P 0 . 1 n a r r o w 

S e c A - S e c Y E G - A T P 0 . 1 n a r r o w 

A s s e e n b y t h e r e s u l t s i n T a b l e 5 . 3 u p o n a d d i t i o n o f t h e S e c Y E G , b r o a d - s h a p e d s u m o f f i t s E d i s t r i b u t i o n s 

a r e o b s e r v e d , w h i c h m a y i n d i c a t e t h e p r e s e n c e o f s t a t i c h e t e r o g e n e i t y , d y n a m i c h e t e r o g e n e i t y , o r a 

c o m b i n a t i o n o f t h e t w o . H o w e v e r , u p o n a d d i t i o n o f t h e A D P , o r A T P , a n a r r o w e r - w i d t h m e a n E i s 

o b s e r v e d , t h u s s u g g e s t i n g a n o c c u r r e n c e o f a c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e i n t h e S e c A , w i t h a n i n c r e a s e d 

d i s t a n c e b e t w e e n P P X D a n d H W D d o m a i n s . N o d i s t i n c t i o n o f t h e S e c A s t a t e i n t h e S e c A - S e c Y E G - A D P 

a n d S e c A - S e c Y E G - A T P m i x t u r e s w a s p o s s i b l e t o o b s e r v e . A s a l l t h e S e c A p r o t e i n s w e r e l a b e l e d w i t h t h e 
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s a m e d o n o r - t o - a c c e p t o r r a t i o ( 1 : 1 ) , v a l u e s i n S g r e a t e r , o r s m a l l e r t h a n 0 . 5 , m a y s u g g e s t a s t e r i c h i n d r a n c e 

o f a c c e p t o r , o r t h e d o n o r , r e s p e c t i v e l y ; b l i n k i n g o f t h e c o r r e s p o n d i n g c h o r o m o p h o r e s ; o r p h o t o b l e a c h i n g . 

A s u m m a r i z e d t a b l e r e g a r d i n g t h e o b s e r v e d s t a t e o f t h e c l a m p o f t h e S e c A i n t h e e x p e r i m e n t e d c o n d i t i o n s 

i s s h o w n o n T a b l e 5 . 4 . 

T a b l e 5 . 4 : S t a t e o f t h e c l a m p o f S e c A i n i n v e s t i g a t e d b i o l o g i c a l c o n d i t i o n s . 

S a m p l e D i s t a n c e I n v e s t i g a t e d S t a t e o f t h e C l a m p 

S e c A P P X D - N B D 2 O p e n 

S e c A P P X D - H W D O p e n 

S e c A - A T P P P X D - N B D 2 O p e n 

S e c A - A T P P P X D - H W D O p e n 

S e c A - p S p y P P X D - H W D O p e n 

S e c A - p S p y - A T P P P X D - H W D C l o s e d 

S e c A - S e c Y E G P P X D - H W D N o t d e f i n e d 

S e c A - S e c Y E G - A D P P P X D - H W D C l o s e d 

S e c A - S e c Y E G - A T P P P X D - H W D C l o s e d 
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6 Conclusions 

R e s u l t s s h o w t h e b e s t a p p l i c a b l e f o c a l d e p t h i s 1 0 u m , a s t h i s d i s t a n c e s h o w s t h e b e s t c o m p r o m i s e 

b e t w e e n t h e h i g h e s t m o l e c u l a r b r i g h t n e s s a n d S N R . 

E n s e m b l e F R E T m e a s u r e m e n t s s h o w n o e f f e c t o n t h e S e c A s a m p l e u p o n a d d i t i o n o f t h e A T P , s u g g e s t i n g 

a l i m i t e d a c t i v i t y o f t h e A T P a s e i n t h e a b s e n c e o f a s u b s t r a t e p r o t e i n , o r t h e S e c Y E G c o m p l e x . H o w e v e r , 

t h e a d d i t i o n o f t h e p S p y o n t h e S e c A - A T P m i x t u r e w a s a c c o m p a n i e d b y a c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e o n 

S e c A , p a r t i c u l a r l y o n a d i s t a n c e i n c r e a s e b e t w e e n P P X D a n d H W D d o m a i n s , s u g g e s t i n g t h e f o r m a t i o n o f 

t h e ' c l o s e d ' c o n f o r m a t i o n . N o s i g n i f i c a n t c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s i n S e c A w e r e o b s e r v e d w h e n n o A T P 

w a s p r e s e n t i n t h e g i v e n m i x t u r e . 

s m F R E T m e a s u r e m e n t r e s u l t s a l s o s u p p o r t t h e m a i n h y p o t h e s i s f r o m e n s e m b l e F R E T m e a s u r e m e n t s . 

H o w e v e r , f u r t h e r w o r k s h o u l d b e d o n e o n i m p r o v i n g e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s s u c h a s l a b e l i n g , c h o i c e o f 

d y e s , a n t i - p h o t o b l e a c h i n g c o c k t a i l , t o p r o p e r l y c a p t u r e t h e c o n f o r m a t i o n a l d y n a m i c s o f S e c A . 
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t r a n s l o c a t i o n . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s o f t h e U n i t e d S t a t e s o f A m e r i c a , [ o n l i n e ] 

1 0 6 ( 4 9 ) , p p . 2 0 8 0 0 - 2 0 8 0 5 . d o i : 1 0 . 1 0 7 3 / p n a s . 0 9 1 0 5 5 0 1 0 6 . 

B a u e r , B e n e d i k t W . , S h e m e s h , T . , C h e n , Y . a n d R a p o p o r t , T o m A . ( 2 0 1 4 ) . A ' P u s h a n d S l i d e ' M e c h a n i s m 

A l l o w s S e q u e n c e - I n s e n s i t i v e T r a n s l o c a t i o n o f S e c r e t o r y P r o t e i n s b y t h e S e c A A T P a s e . C e l l , [ o n l i n e ] 

1 5 7 ( 6 ) , p p . 1 4 1 6 - 1 4 2 9 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . c e l l . 2 0 1 4 . 0 3 . 0 6 3 . 

B e r g , B . v a n d e n , C l e m o n s , W . M . , C o l l i n s o n , I . , M o d i s , Y . , H a r t m a n n , E . , H a r r i s o n , S . C . a n d R a p o p o r t , 

T . A . ( 2 0 0 3 ) . X - r a y s t r u c t u r e o f a p r o t e i n - c o n d u c t i n g c h a n n e l . N a t u r e , 4 2 7 ( 6 9 6 9 ) , p p . 3 6 ^ - 4 . 

d o i : 1 0 . 1 0 3 8 / n a t u r e 0 2 2 1 8 . 

C h e n , Y . , B a u e r , B . W . , R a p o p o r t , T . A . a n d G u m b a r t , J . C . ( 2 0 1 5 ) . C o n f o r m a t i o n a l C h a n g e s o f t h e C l a m p 

o f t h e P r o t e i n T r a n s l o c a t i o n A T P a s e S e c A . J o u r n a l o f M o l e c u l a r B i o l o g y , [ o n l i n e ] 4 2 7 ( 1 4 ) , p p . 2 3 4 8 -

2 3 5 9 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . j m b . 2 0 1 5 . 0 5 . 0 0 3 . 

C r a n f o r d - S m i t h , T . a n d H u b e r , D . ( 2 0 1 8 ) . T h e w a y i s t h e g o a l : h o w S e c A t r a n s p o r t s p r o t e i n s a c r o s s t h e 

c y t o p l a s m i c m e m b r a n e i n b a c t e r i a . F E M S m i c r o b i o l o g y l e t t e r s , [ o n l i n e ] 3 6 5 ( 1 1 ) , p . f n y 0 9 3 . 

d o i : 1 0 . 1 0 9 3 / f e m s l e / f n y 0 9 3 . 

E c o n o m o u , A . a n d W i c k n e r , W . ( 1 9 9 4 ) . S e c A p r o m o t e s p r e p r o t e i n t r a n s l o c a t i o n b y u n d e r g o i n g A T P -

d r i v e n c y c l e s o f m e m b r a n e i n s e r t i o n a n d d e i n s e r t i o n . C e l l , [ o n l i n e ] 7 8 ( 5 ) , p p . 8 3 5 - 8 4 3 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / s 0 0 9 2 -

8 6 7 4 ( 9 4 ) 9 0 5 8 2 - 7 . 

E r l a n d s o n , K . J . , M i l l e r , S . B . M . , N a m , Y . , O s b o r n e , A . R . , Z i m m e r , J . a n d R a p o p o r t , T . A . ( 2 0 0 8 ) . A r o l e 

f o r t h e t w o - h e l i x f i n g e r o f t h e S e c A A T P a s e i n p r o t e i n t r a n s l o c a t i o n . N a t u r e , [ o n l i n e ] 4 5 5 ( 7 2 1 5 ) , p p . 9 8 4 -

9 8 7 . d o i : 1 0 . 1 0 3 8 / n a t u r e 0 7 4 3 9 . 

F a k , J . J . , I t k i n , A . , C i o b a n u , D . D . , L i n , E . C . , S o n g , X . - J . , C h o u , Y . - T . , G i e r a s c h , L . M . a n d H u n t , J . F . 

2 9 



( 2 0 0 4 ) . N u c l e o t i d e e x c h a n g e f r o m t h e h i g h - a f f i n i t y A T P - b i n d i n g s i t e i n S e c A i s t h e r a t e - l i m i t i n g s t e p i n 

t h e A T P a s e c y c l e o f t h e s o l u b l e e n z y m e a n d o c c u r s t h r o u g h a s p e c i a l i z e d c o n f o r m a t i o n a l s t a t e . 

B i o c h e m i s t r y , [ o n l i n e ] 4 3 ( 2 3 ) , p p . 7 3 0 7 - 7 3 2 7 . d o i : 1 0 . 1 0 2 1 / b i 0 3 5 7 2 0 8 . 

G e l i s , I . , B o n v i n , A . M . J . J . , K e r a m i s a n o u , D . , K o u k a k i , M . , G o u r i d i s , G . , K a r a m a n o u , S . , E c o n o m o u , A . 

a n d K a l o d i m o s , C . G . ( 2 0 0 7 ) . S t r u c t u r a l B a s i s f o r S i g n a l - S e q u e n c e R e c o g n i t i o n b y t h e T r a n s l o c a s e M o t o r 

S e c A as D e t e r m i n e d b y N M R . Cell, 1 3 1 ( 4 ) , p p . 7 5 6 - 7 6 9 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . c e l l . 2 0 0 7 . 0 9 . 0 3 9 . 

G o l d , V . A . M . , W h i t e h o u s e , S . , R o b s o n , A . a n d C o l l i n s o n , I . ( 2 0 1 3 ) . T h e d y n a m i c a c t i o n o f S e c A d u r i n g 

t h e i n i t i a t i o n o f p r o t e i n t r a n s l o c a t i o n . T h e B i o c h e m i c a l J o u r n a l , [ o n l i n e ] 4 4 9 ( 3 ) , p p . 6 9 5 - 7 0 5 . 

d o i : 1 0 . 1 0 4 2 / B J 2 0 1 2 1 3 1 4 . 

G o u r i d i s , G . , K a r a m a n o u , S . , S a r d i s , M . , S c h a r e r , M . , C a p i t a n i , G . a n d E c o n o m o u , A . ( 2 0 1 3 ) . Q u a t e r n a r y 

D y n a m i c s o f t h e S e c A M o t o r D r i v e T r a n s l o c a s e C a t a l y s i s . M o l e c u l a r C e l l , [ o n l i n e ] 5 2 ( 5 ) , p p . 6 5 5 - 6 6 6 . 

d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . m o l c e l . 2 0 1 3 . 1 0 . 0 3 6 . 

H o h l b e i n , J . , C r a g g s , T . D . a n d C o r d e s , T . ( 2 0 1 4 ) . A l t e r n a t i n g - l a s e r e x c i t a t i o n : s i n g l e - m o l e c u l e F R E T a n d 

b e y o n d . C h e m . S o c . R e v . , 4 3 ( 4 ) , p p . 1 1 5 6 - 1 1 7 1 . d o i : 1 0 . 1 0 3 9 / c 3 c s 6 0 2 3 3 h . 

H u n t , J . F . , W e i n k a u f , S . , H e n r y , L . , F a k , J . J . , M c N i c h o l a s , P . , O l i v e r , D . B . a n d D e i s e n h o f e r , J . ( 2 0 0 2 ) . 

N u c l e o t i d e c o n t r o l o f i n t e r d o m a i n i n t e r a c t i o n s i n t h e c o n f o r m a t i o n a l r e a c t i o n c y c l e o f S e c A . S c i e n c e ( N e w 

Y o r k , N . Y . ) , [ o n l i n e ] 2 9 7 ( 5 5 8 9 ) , p p . 2 0 1 8 - 2 0 2 6 . d o i : 1 0 . 1 1 2 6 / s c i e n c e . 1 0 7 4 4 2 4 . 

I n g a r g i o l a , A n t o n i n o , e t a l . " F R E T B u r s t s : A n O p e n S o u r c e T o o l k i t f o r A n a l y s i s o f F r e e l y - D i f f u s i n g 

S i n g l e - M o l e c u l e F R E T . " P L O S O N E , v o l . 1 1 , n o . 8 , 1 7 A u g . 2 0 1 6 , p . e 0 1 6 0 7 1 6 , 

1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 1 6 0 7 1 6 . A c c e s s e d 3 0 A p r . 2 0 2 2 . 

L a k o w i c z , J o s e p h R . P r i n c i p l e s o f F l u o r e s c e n c e S p e c t r o s c o p y . N e w Y o r k , S p r i n g e r S c i e n c e + B u s i n e s s 

M e d i a , 2 0 1 0 . 

L i , L . , P a r k , E . , L i n g , J . , I n g r a m , J . , P l o e g h , H . a n d R a p o p o r t , T . A . ( 2 0 1 6 a ) . C r y s t a l s t r u c t u r e o f a 

s u b s t r a t e - e n g a g e d S e c Y p r o t e i n - t r a n s l o c a t i o n c h a n n e l . N a t u r e , [ o n l i n e ] 5 3 1 ( 7 5 9 4 ) , p p . 3 9 5 - 3 9 9 . 

d o i : 1 0 . 1 0 3 8 / n a t u r e l 7 1 6 3 . 

L i , W . , S c h u l m a n , S . , B o y d , D . , E r l a n d s o n , K . , B e c k w i t h , J . a n d R a p o p o r t , T . A . ( 2 0 0 7 b ) . T h e P l u g 
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D o m a i n o f t h e S e c Y P r o t e i n S t a b i l i z e s t h e C l o s e d S t a t e o f t h e T r a n s l o c a t i o n C h a n n e l a n d M a i n t a i n s a 

M e m b r a n e S e a l . M o l e c u l a r C e l l , 2 6 ( 4 ) , p p . 5 1 1 - 5 2 1 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . m o l c e l . 2 0 0 7 . 0 5 . 0 0 2 . 

L i l l , R . , C u n n i n g h a m , K . , B r u n d a g e , L . A . , I t o , K . , O l i v e r , D . a n d W i c k n e r , W . ( 1 9 8 9 ) . S e c A p r o t e i n 

h y d r o l y z e s A T P a n d i s a n e s s e n t i a l c o m p o n e n t o f t h e p r o t e i n t r a n s l o c a t i o n A T P a s e o f E s c h e r i c h i a c o l i . 

T h e E M B O j o u r n a l , [ o n l i n e ] 8 ( 3 ) , p p . 9 6 1 - 9 6 6 . A v a i l a b l e a t : 

h t t p s : / / w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / p u b m e d / 2 5 4 2 0 2 9 [ A c c e s s e d 2 0 A p r . 2 0 2 0 ] . 

M c C a n n , J a m e s J . , e t a l . " O p t i m i z i n g M e t h o d s t o R e c o v e r A b s o l u t e F R E T E f f i c i e n c y f r o m I m m o b i l i z e d 

S i n g l e M o l e c u l e s . " Biophysical Journal, v o l . 9 9 , n o . 3 , 4 A u g . 2 0 1 0 , p p . 9 6 1 - 9 7 0 , 

w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / p m c / a r t i c l e s / P M C 2 9 1 3 1 9 6 / , 1 0 . 1 0 1 6 / j . b p j . 2 0 1 0 . 0 4 . 0 6 3 . 

M i l l e r , H e l e n , e t a l . " S i n g l e - M o l e c u l e T e c h n i q u e s i n B i o p h y s i c s : A R e v i e w o f t h e P r o g r e s s i n M e t h o d s 

a n d A p p l i c a t i o n s . " R e p o r t s o n P r o g r e s s i n P h y s i c s , v o l . 8 1 , n o . 2 , 1 9 D e c . 2 0 1 7 , p . 0 2 4 6 0 1 , 1 0 . 1 0 8 8 / 1 3 6 1 -

6 6 3 3 / a a 8 a 0 2 . A c c e s s e d 2 8 A u g . 2 0 1 9 . 

N i s h i y a m a , K . , H a n a d a , M . a n d T o k u d a , H . ( 1 9 9 4 ) . D i s r u p t i o n o f t h e g e n e e n c o d i n g p l 2 ( S e c G ) r e v e a l s 

t h e d i r e c t i n v o l v e m e n t a n d i m p o r t a n t f u n c t i o n o f S e c G i n t h e p r o t e i n t r a n s l o c a t i o n o f E s c h e r i c h i a c o l i a t 

l o w t e m p e r a t u r e . T h e E M B O J o u r n a l , 1 3 ( 1 4 ) , p p . 3 2 7 2 - 3 2 7 7 . d o i : 1 0 . 1 0 0 2 / j . 1 4 6 0 - 2 0 7 5 . 1 9 9 4 . t b 0 6 6 2 8 . x . 

O l i v e r , D . B . a n d B e c k w i t h , J . ( 1 9 8 1 ) . E . c o l i m u t a n t p l e i o t r o p i c a l l y d e f e c t i v e i n t h e e x p o r t o f s e c r e t e d 

p r o t e i n s . C e l l , [ o n l i n e ] 2 5 ( 3 ) , p p . 7 6 5 - 7 7 2 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / 0 0 9 2 - 8 6 7 4 ( 8 1 ) 9 0 1 8 4 - 7 . 

O l i v e r , D . B . a n d B e c k w i t h , J . ( 1 9 8 2 ) . I d e n t i f i c a t i o n o f a n e w g e n e ( s e c A ) a n d g e n e p r o d u c t i n v o l v e d i n t h e 

s e c r e t i o n o f e n v e l o p e p r o t e i n s i n E s c h e r i c h i a c o l i . J o u r n a l o f B a c t e r i o l o g y , [ o n l i n e ] 1 5 0 ( 2 ) , p p . 6 8 6 - 6 9 1 . 

A v a i l a b l e a t : h t t p s : / / w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / p u b m e d / 6 2 7 9 5 6 7 [ A c c e s s e d 4 M a r . 2 0 2 0 ] . 

P a w l e y , J a m e s B , a n d S p r i n g e r S c i e n c e + B u s i n e s s M e d i a . H a n d b o o k o f B i o l o g i c a l C o n f o c a l M i c r o s c o p y . 

N e w Y o r k , S p r i n g e r , [ P o s t , 2 0 0 7 ] . 

S c h i e b e l , E . , D r i e s s e n , A . J . , H a r t l , F . U . a n d W i c k n e r , W . ( 1 9 9 1 ) . D e l t a m u H + a n d A T P f u n c t i o n a t 

d i f f e r e n t s t e p s o f t h e c a t a l y t i c c y c l e o f p r e p r o t e i n t r a n s l o c a s e . C e l l , [ o n l i n e ] 6 4 ( 5 ) , p p . 9 2 7 - 9 3 9 . 

d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / 0 0 9 2 - 8 6 7 4 ( 9 1 ) 9 0 3 1 7 - r . 

S c h m i d t , M . G . , R o l l o , E . E . , G r o d b e r g , J . a n d O l i v e r , D . B . ( 1 9 8 8 ) . N u c l e o t i d e s e q u e n c e o f t h e s e c A g e n e 
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a n d s e c A ( T s ) m u t a t i o n s p r e v e n t i n g p r o t e i n e x p o r t i n E s c h e r i c h i a c o l i . J o u r n a l o f B a c t e r i o l o g y , [ o n l i n e ] 

1 7 0 ( 8 ) , p p . 3 4 0 4 - 3 4 1 4 . d o i : 1 0 . 1 1 2 8 / j b . 1 7 0 . 8 . 3 4 0 4 - 3 4 1 4 . 1 9 8 8 . 

T a u r a , T . , B a b a , T . , A k i y a m a , Y . a n d I t o , K . ( 1 9 9 3 ) . D e t e r m i n a n t s o f t h e q u a n t i t y o f t h e s t a b l e S e c Y 

c o m p l e x i n t h e E s c h e r i c h i a c o l i c e l l . J o u r n a l o f B a c t e r i o l o g y , [ o n l i n e ] 1 7 5 ( 2 4 ) , p p . 7 7 7 1 - 7 7 7 5 . A v a i l a b l e 

a t : h t t p s : / / w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / p m c / a r t i c l e s / P M C 2 0 6 9 5 1 / [ A c c e s s e d 2 0 A p r . 2 0 2 0 ] . 

v a n d e r W o l k , J . P . W . ( 1 9 9 7 ) . T h e c a t a l y t i c c y c l e o f t h e E s c h e r i c h i a c o l i S e c A A T P a s e c o m p r i s e s t w o 

d i s t i n c t p r e p r o t e i n t r a n s l o c a t i o n e v e n t s . T h e E M B O J o u r n a l , 1 6 ( 2 4 ) , p p . 7 2 9 7 - 7 3 0 4 . 

d o i : 1 0 . 1 0 9 3 / e m b o j / 1 6 . 2 4 . 7 2 9 7 . 

V o l k h a r d H e l m s . P r i n c i p l e s o f C o m p u t a t i o n a l C e l l B i o l o g y : F r o m P r o t e i n C o m p l e x e s t o C e l l u l a r 

N e t w o r k s . W e i n h e i m , W i l e y - V c h , 2 0 0 8 . 

Y a m a m o t o , J o h t a r o , a n d A k i r a S a s a k i . " M e a s u r e m e n t o f t h e C o n c e n t r a t i o n a n d t h e B r i g h t n e s s f o r S a m p l e s 

C o n t a i n i n g M u l t i p l e M o l e c u l e s w i t h D i f f e r e n t B r i g h t n e s s U s i n g F l u o r e s c e n c e C o r r e l a t i o n S p e c t r o s c o p y . " 

A p p l i e d S c i e n c e s , v o l . 1 1 , n o . 1 3 , 2 3 J u n e 2 0 2 1 , p . 5 8 4 0 , 1 0 . 3 3 9 0 / a p p l 1 1 3 5 8 4 0 . A c c e s s e d 1 2 M a y 2 0 2 2 . 

Y e , J . , O s b o r n e , A . R . , G r o l l , M . a n d R a p o p o r t , T . A . ( 2 0 0 4 ) . R e c A - l i k e m o t o r A T P a s e s — l e s s o n s f r o m 

s t r u c t u r e s . B i o c h i m i c a e t B i o p h y s i c a A c t a ( B B A ) - B i o e n e r g e t i c s , [ o n l i n e ] 1 6 5 9 ( 1 ) , p p . 1 - 1 8 . 

d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . b b a b i o . 2 0 0 4 . 0 6 . 0 0 3 . 

Y u , L a n , e t a l . " A C o m p r e h e n s i v e R e v i e w o f F l u o r e s c e n c e C o r r e l a t i o n S p e c t r o s c o p y . " F r o n t i e r s i n 

P h y s i c s , v o l . 9 , 1 2 A p r . 2 0 2 1 , 1 0 . 3 3 8 9 / f p h y . 2 0 2 1 . 6 4 4 4 5 0 . A c c e s s e d 2 8 A p r . 2 0 2 2 . 

Z i m m e r , J . , N a m , Y . a n d R a p o p o r t , T . A . ( 2 0 0 8 ) . S t r u c t u r e o f a c o m p l e x o f t h e A T P a s e S e c A a n d t h e 

p r o t e i n - t r a n s l o c a t i o n c h a n n e l . N a t u r e , 4 5 5 ( 7 2 1 5 ) , p p . 9 3 6 - 9 4 3 . d o i : 1 0 . 1 0 3 8 / n a t u r e 0 7 3 3 5 . 
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