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❢♦r ❝♦♠♣❧❡① ♣❤❡♥♦t②♣❡s✳

❆ ❧❛r❣❡ ❜♦❞② ♦❢ t❤❡♦r❡t✐❝❛❧ ✇♦r❦ ❤❛s ❜❡❡♥ ❞❡✈♦t❡❞ t♦ ✉♥❞❡rst❛♥❞✐♥❣ t❤❡ ❝♦♥tr♦❧ ♦❢ ♠❡t❛❜♦❧✐❝

♣❛t❤✇❛②s✳ ▼❡t❛❜♦❧✐❝ ❝♦♥tr♦❧ ❛♥❛❧②s✐s ✭▼❈❆✮ ❛r♦s❡ ❢r♦♠ ❝❧❛ss✐❝❛❧ ❡♥③②♠❡ ❦✐♥❡t✐❝s ❛♥❞ s♦❧✈❡❞ t❤❡

♣r♦❜❧❡♠ ♦❢ ❛♥❛❧②③✐♥❣ ❡♥t✐r❡ ♠❡t❛❜♦❧✐❝ s②st❡♠s s✐♠✉❧t❛♥❡♦✉s❧②✱ r❛t❤❡r t❤❛♥ ❢♦❝✉s✐♥❣ ♦♥ ✐♥❞✐✈✐❞✉❛❧

❝♦♠♣♦♥❡♥ts ✐♥ ✐s♦❧❛t✐♦♥ ✭❈♦r♥✐s❤✲❇♦✇❞❡♥ ✶✾✾✺❀ ❍❡✐♥r✐❝❤ ❛♥❞ ❙❝❤✉st❡r ✶✾✾✻❀ ❑❛❝s❡r ❡t ❛❧✳ ✶✾✾✺✮✳

❚❤❡s❡ ♠❡t❤♦❞s ❤❛✈❡ ❜❡❡♥ ✇✐❞❡❧② ✉s❡❞ t♦ ✉♥❞❡rst❛♥❞ t❤❡ ❜❡❤❛✈✐♦r ♦❢ ♠❡t❛❜♦❧✐❝ ♣❛t❤✇❛②s ✐♥ ❜♦t❤

❜❛s✐❝ ❛♥❞ ❛♣♣❧✐❡❞ r❡s❡❛r❝❤ ✭❈❤❡♥ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✹❀ ❈♦❧ó♥ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✵❀ ❍♦❡❢♥❛❣❡❧ ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✷❀ ❙❝❤✉st❡r

❡t ❛❧✳ ✶✾✾✾✱ ✷✵✵✵❀ ❙t❡♣❤❛♥♦♣♦✉❧♦s ✶✾✾✾✮✳ ❙t✐❧❧✱ ❢❡✇ st✉❞✐❡s ❤❛✈❡ ✉s❡❞ ▼❈❆ t♦ ✐♥✈❡st✐❣❛t❡ t❤❡

❡✈♦❧✉t✐♦♥ ♦❢ ♠❡t❛❜♦❧✐❝ ♣❛t❤✇❛②s ❛♥❞ t❤❡ r❡s✉❧t✐♥❣ ♣❤❡♥♦t②♣❡s✱ ❛♥❞ t❤❡s❡ ❤❛✈❡ ❢♦❝✉s❡❞ ♦♥ s✐♠♣❧❡

♣❛t❤✇❛②s ✇✐t❤ ❧✐tt❧❡ ♦r ♥♦ ❜r❛♥❝❤✐♥❣ ✭❍❡❝❦♠❛♥♥ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✸❀ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✸❀ ❲r✐❣❤t ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r

✷✵✶✵✮✳ ❲❤✐❧❡ t❤❡ r❡s✉❧ts ♣♦✐♥t t♦ ♣r❡❞✐❝t❛❜❧❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② ♣❛tt❡r♥s✱ s✉❝❤ ❛s t❤❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ♦❢

✜①❡❞ ♠✉t❛t✐♦♥s ✐♥ ❡♥③②♠❡s ✇✐t❤ t❤❡ ♠♦st ❝♦♥tr♦❧ ♦✈❡r ♣❛t❤✇❛② ✢✉①✱ ✐t r❡♠❛✐♥s ✉♥❝❧❡❛r ✇❤❡t❤❡r

t❤❡s❡ ❵r✉❧❡s✬ ❛♣♣❧② t♦ t❤❡ ❧❛r❣❡ ❛♥❞ ❤✐❣❤❧② ❜r❛♥❝❤❡❞ ♠❡t❛❜♦❧✐❝ ♣❛t❤✇❛②s ❝♦♠♠♦♥ ✐♥ ❜✐♦❧♦❣✐❝❛❧
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s②st❡♠s✳ ❙✉❝❤ ❝♦♠♣❧❡① ❜r❛♥❝❤❡❞ t♦♣♦❧♦❣✐❡s ❛r❡ ❧✐❦❡❧② t♦ ❣❡♥❡r❛t❡ tr❛❞❡✲♦✛s ❞✉❡ t♦ ❝♦♠♣❡t✐t✐♦♥ ❢♦r

s✉❜str❛t❡s ❛♥❞ ❡♥③②♠❡s ✭❉❡❦❡❧ ❛♥❞ ❆❧♦♥ ✷✵✵✺❀ ❉②❦❤✉✐③❡♥ ❡t ❛❧✳ ✶✾✽✼✮✱ ❛♥❞ t❤✉s ♠❛② ✐♥tr♦❞✉❝❡

❝♦♥str❛✐♥ts ♦♥ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② tr❛❥❡❝t♦r✐❡s ✭●✉✐❧❧❛✉♠❡ ❛♥❞ ❖tt♦ ✷✵✶✷✮✳

❆❧t❤♦✉❣❤ t❤❡♦r② ❤❛s ♥♦t ❡①t❡♥s✐✈❡❧② ❡①❛♠✐♥❡❞ t❤❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ♦❢ ♣❤❡♥♦t②♣❡s ❛r✐s✐♥❣ ❢r♦♠ ❜r❛♥❝❤✲

✐♥❣ ♣❛t❤✇❛②s✱ ❡♠♣✐r✐❝❛❧ st✉❞✐❡s ❝❛♥ ♣r♦✈✐❞❡ ✐♥s✐❣❤t ✐♥t♦ t❤❡ t②♣❡s ♦❢ ♠✉t❛t✐♦♥s t❤❛t ❝♦♥tr✐❜✉t❡ t♦

❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② ❝❤❛♥❣❡✳ ❊✈♦❧✉t✐♦♥❛r② st✉❞✐❡s ♦♥ ❡①♣❡r✐♠❡♥t❛❧ s②st❡♠s✱ s✉❝❤ ❛s ❝❛r♦t❡♥♦✐❞ ♠❡t❛❜♦❧✐s♠

✐♥ ❜✐r❞s ✭▼♦rr✐s♦♥ ❛♥❞ ❇❛❞②❛❡✈ ✷✵✶✻✱ ✷✵✶✽✮✱ ✈❛r✐♦✉s ♠❡t❛❜♦❧✐❝ ♣❛t❤✇❛②s ✐♥ ②❡❛st ✭❲✐s❡❝❛✈❡r ❡t ❛❧✳

✷✵✶✹✮ ❛♥❞ ❉r♦s♦♣❤✐❧❛ ✭❋❧♦✇❡rs ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✼✮✱ ❛♥❞ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ❜✐♦s②♥t❤❡s✐s ✐♥ ✢♦✇❡r✐♥❣ ♣❧❛♥ts

✭❙♠✐t❤ ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✶❀ ❙tr❡✐s❢❡❧❞ ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✵✾❛✱❜✮✱ ❤❛✈❡ ❞❡♠♦♥str❛t❡❞ t❤❛t ❝❛✉s❛❧ ♠✉✲

t❛t✐♦♥s ❝❛♥ ❜❡ ❞r❛✇♥ ❢r♦♠ s❡✈❡r❛❧ ❜r♦❛❞ ❝❧❛ss❡s✱ s✉❝❤ ❛s r❡❣✉❧❛t♦r② ✈s✳ ❜✐♦❝❤❡♠✐❝❛❧ ✭str✉❝t✉r❛❧✮

❛♥❞ ✉♣str❡❛♠ ✈s✳ ❞♦✇♥str❡❛♠✳ ❉❡♣❡♥❞✐♥❣ ♦♥ t❤❡ ❣❡♥❡t✐❝ ❛r❝❤✐t❡❝t✉r❡✱ t❤❡s❡ ❝❧❛ss❡s t❡♥❞ t♦ ❜❡

❞✐✛❡r❡♥t✐❛❧❧② ❢❛✈♦r❡❞ ❞✉r✐♥❣ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② tr❛❥❡❝t♦r✐❡s✱ ❧❡❛❞✐♥❣ t♦ ❞❡t❡❝t❛❜❧❡ ❣❡♥♦♠✐❝ ✏❤♦ts♣♦ts✑ ❢♦r

♣❤❡♥♦t②♣✐❝ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ✭❈♦♦♣❡r ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✸❀ ❈r❡s❦♦ ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✹❀ ❊s❢❡❧❞ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✽❀ ▼❛rt✐♥ ❛♥❞

❖r❣♦❣♦③♦ ✷✵✶✸❀ ❚r❡✈❡s ❡t ❛❧✳ ✶✾✾✽❀ ❲♦♦❞s ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✻✮✳ P❧❡✐♦tr♦♣✐❝ ❡✛❡❝ts ❤❛✈❡ ❝♦♠♠♦♥❧② ❜❡❡♥

s✉❣❣❡st❡❞ ❛s ❛♥ ❡①♣❧❛♥❛t✐♦♥ ❢♦r t❤❡s❡ ♣❛tt❡r♥s ✭●♦♠♣❡❧ ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✺❀ ❙tr❡✐s❢❡❧❞ ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✵✾❜❀

❲❡ss✐♥❣❡r ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✹✮ ❛❧t❤♦✉❣❤ ♦t❤❡r ❢❛❝t♦rs✱ s✉❝❤ ❛s t❛r❣❡t s✐③❡ ❛♥❞ ❝❤r♦♠♦s♦♠❛❧ ❧♦❝❛t✐♦♥✱

♠❛② ❛❧s♦ ♣❧❛② ❛ r♦❧❡ ✭❆r❜❡✐t❤✉❜❡r ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✺✮✳ ❉❡t❡r♠✐♥✐♥❣ ❤♦✇ ♣❛t❤✇❛② str✉❝t✉r❡ ❣✐✈❡s r✐s❡ t♦

t❤❡s❡ ♣r❡❞✐❝t❛❜❧❡ ♣❛tt❡r♥s ✐s ❝r✐t✐❝❛❧ ❢♦r ✉♥❞❡rst❛♥❞✐♥❣ t❤❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ♦❢ t❤❡ ♣❤❡♥♦t②♣❡s t❤❛t r❡s✉❧t

❢r♦♠ ♠❡t❛❜♦❧✐❝ ❛❝t✐✈✐t② ✭❑✉❛♥❣ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✽❀ ❲❡ss✐♥❣❡r ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✷❜✱ ✷✵✶✹✮✳

❋❧♦✇❡r ❝♦❧♦r ❤❛s ♣r♦✈❡♥ t♦ ❜❡ ❛ ♣❛rt✐❝✉❧❛r❧② ✉s❡❢✉❧ ♠♦❞❡❧ ❢♦r st✉❞②✐♥❣ t❤❡ ♦r✐❣✐♥ ♦❢ ♥♦✈❡❧ ♣❤❡✲

♥♦t②♣❡s t❤r♦✉❣❤ ♠❡t❛❜♦❧✐❝ ❡✈♦❧✉t✐♦♥✳ ❈♦❧♦r❛t✐♦♥ ✐♥ ♣❧❛♥ts ✐s ♣r✐♠❛r✐❧② ❞❡t❡r♠✐♥❡❞ ❜② t❤❡ ♣r❡s❡♥❝❡

♦❢ ✈❛r✐♦✉s ♣✐❣♠❡♥t ❝♦♠♣♦✉♥❞s✱ t❤❡ ♠♦st ❝♦♠♠♦♥ ♦❢ ✇❤✐❝❤ ❛r❡ ♣r♦❞✉❝❡❞ ❜② t❤❡ ❤✐❣❤❧② ❝♦♥s❡r✈❡❞

❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛② ✭❋✐❣✳ ✶✱ ❙✶✮✳ ❚❤✐s ♣❛t❤✇❛② ✐s ♣❛rt ♦❢ t❤❡ ❧❛r❣❡r ✢❛✈♦♥♦✐❞ ❜✐♦s②♥t❤❡s✐s ♣❛t❤✲

✇❛②✱ ✇❤✐❝❤ ♣r♦❞✉❝❡s ❛♥ ❛rr❛② ♦❢ r❡❧❛t❡❞ ✢❛✈♦♥♦✐❞ ❝♦♠♣♦✉♥❞s✱ t❤❛t ✐♥❝❧✉❞❡s t❤❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥s ❛♥❞

✢❛✈♦♥♦❧s✳ ❚❤❡s❡ ❝♦♠♣♦✉♥❞s ♣❧❛② r♦❧❡s ❛s ♣✐❣♠❡♥ts✱ s✉♥s❝r❡❡♥s✱ str❡ss r❡s♣♦♥s❡ ♠♦❧❡❝✉❧❡s✱ ❛♥❞ ❛❝t

❛s s✉❜str❛t❡s ❢♦r ❞♦✇♥str❡❛♠ r❡❛❝t✐♦♥s ✭❲✐♥❦❡❧✲❙❤✐r❧❡② ✷✵✵✶✮✳ ❚❤❡ ♥❡t✇♦r❦ ♦❢ ❡♥③②♠❛t✐❝ r❡❛❝t✐♦♥s

♦❢ t❤❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛② ❣✐✈❡s r✐s❡ t♦ t❤r❡❡ ♣r✐♥❝✐♣❛❧ ❝❧❛ss❡s ♦❢ r❡❞✱ ♣✉r♣❧❡✱ ❛♥❞ ❜❧✉❡ ♣✐❣♠❡♥ts

✭t❤❡ ♠♦♥♦❤②❞r♦①②❧❛t❡❞ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✱ ❞✐❤②❞r♦①②❧❛t❡❞ ❝②❛♥✐❞✐♥ ❛♥❞ tr✐❤②❞r♦①②❧❛t❡❞ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✱ r❡✲
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s♣❡❝t✐✈❡❧②❀ ❋✐❣✳ ✶✱ ❙✶✮✳ ❋✉rt❤❡r ❞♦✇♥str❡❛♠ ♠♦❞✐✜❝❛t✐♦♥s ♦❢ t❤❡s❡ ❜❛s✐❝ ❜✉✐❧❞✐♥❣ ❜❧♦❝❦s r❡s✉❧t ✐♥

t❤❡ ❞✐✈❡rs✐t② ♦❢ ❝♦❧♦r❢✉❧ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣✐❣♠❡♥ts ❢♦✉♥❞ ❛❝r♦ss t❤❡ ✢♦✇❡r✐♥❣ ♣❧❛♥ts✳

❇✉✐❧❞✐♥❣ ♦♥ ❡①✐st✐♥❣ ❦♥♦✇❧❡❞❣❡ ♦❢ t❤✐s ♣❛t❤✇❛②✱ ❡①♣❡r✐♠❡♥t❛❧ ✇♦r❦ s♣❛♥♥✐♥❣ s❡✈❡r❛❧ ❞❡❝❛❞❡s ❤❛s

✐❞❡♥t✐✜❡❞ ❣❡♥❡t✐❝ ❤♦ts♣♦ts ❢♦r ✢♦✇❡r ❝♦❧♦r ❡✈♦❧✉t✐♦♥✳ ❋♦r ❡①❛♠♣❧❡✱ s❤✐❢ts ❛♠♦♥❣ t❤❡ t❤r❡❡ t②♣❡s ♦❢

❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥s ❝♦♥s✐st❡♥t❧② t❛r❣❡t t✇♦ ❜r❛♥❝❤✐♥❣ ❡♥③②♠❡s ✭❋✸✬❍ ❛♥❞ ❋✸✬✺✬❍✮✱ ✇❤♦s❡ ❛❝t✐✈✐t② ❞❡t❡r✲

♠✐♥❡s t❤❡ r❡❧❛t✐✈❡ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ♦❢ t❤r❡❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣r❡❝✉rs♦rs ✭❉❍▼✱ ❉❍◗✱ ❉❍❑✱ ❋✐❣✳✮ ✭❙tr❡✐s❢❡❧❞

❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✶❀ ❲❡ss✐♥❣❡r ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✷❜✮✳ ❚❤❡s❡ ❝❤❛♥❣❡s ♠❛② ✐♥✈♦❧✈❡ str✉❝t✉r❛❧ ♠✉✲

t❛t✐♦♥s t❤❛t ❛❧t❡r ❡♥③②♠❡ ❢✉♥❝t✐♦♥ ✭❲❡ss✐♥❣❡r ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✹✮✱ r❡❣✉❧❛t♦r② ❝❤❛♥❣❡s t❤❛t s❤✐❢t

❡①♣r❡ss✐♦♥ ✭❉❡s ▼❛r❛✐s ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✵✮✱ ♦r ❜♦t❤ ✭❙♠✐t❤ ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✶✮✳ ❚❤❡ ♦❜s❡r✈❛t✐♦♥

♦❢ r❡♣❡❛t❡❞ ✜①❛t✐♦♥ ♦❢ ♠✉t❛t✐♦♥s ❛t ❝❡rt❛✐♥ ❧♦❝✐ s✉❣❣❡sts ❛ ❧❡✈❡❧ ♦❢ ♣r❡❞✐❝t❛❜✐❧✐t② ✐♥ ✢♦✇❡r ❝♦❧♦r ❡✈♦✲

❧✉t✐♦♥ t❤❛t ♠❛② ❜❡ ❡①♣❧❛✐♥❡❞ ❜② t❤❡ ✉♥❞❡r❧②✐♥❣ ♣❛t❤✇❛② str✉❝t✉r❡✳ ❆t ❛ ❜r♦❛❞ ♣❤②❧♦❣❡♥❡t✐❝ s❝❛❧❡✱

t❤✐s ❣❡♥❡t✐❝ ❛r❝❤✐t❡❝t✉r❡ ♠❛② ❧❡❛❞ t♦ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② tr❡♥❞s✱ s✉❝❤ ❛s t❤❡ r❛r✐t② ♦❢ s♦♠❡ ✢♦✇❡r ❝♦❧♦rs

✭◆❣ ❛♥❞ ❙♠✐t❤ ✷✵✶✽✮ ❛♥❞ t❤❡ ❤✐❣❤❧② ❛s②♠♠❡tr✐❝ tr❛♥s✐t✐♦♥ r❛t❡s ❛♠♦♥❣ ♣❤❡♥♦t②♣❡s ✭❚r✐♣♣ ❛♥❞

▼❛♥♦s ✷✵✵✽✮✳ ◆❡✈❡rt❤❡❧❡ss✱ t❡st✐♥❣ s✉❝❤ ❛ r❡❧❛t✐♦♥s❤✐♣ r❡q✉✐r❡s ❛ t❤❡♦r❡t✐❝❛❧ ❢r❛♠❡✇♦r❦ t❤❛t ✉♥✐t❡s

t❤❡ t♦♣♦❧♦❣② ♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ✇✐t❤ ♣❤❡♥♦t②♣✐❝ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ✈✐❛ ❝❤❛♥❣❡s ✐♥ t❤❡ ❢✉♥❝t✐♦♥ ♦r ❡①♣r❡ss✐♦♥ ♦❢

♣❛t❤✇❛② ❡♥③②♠❡s✳

❚❤❡ ♣r❡s❡♥t st✉❞② t❛❦❡s t❤❡ ✜rst st❡♣ t♦✇❛r❞ s✉❝❤ ❛ ✉♥✐❢②✐♥❣ ❢r❛♠❡✇♦r❦ ❜② ❝r❡❛t✐♥❣ ❛ ♠❛t❤❡♠❛t✲

✐❝❛❧ ♠♦❞❡❧ ♦❢ t❤❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛② ❜❛s❡❞ ♦♥ ❝❧❛ss✐❝ ❡♥③②♠❡ ❦✐♥❡t✐❝s ❛❧♦♥❣ ✇✐t❤ ❛ ❝♦♠♣✉t❛t✐♦♥❛❧

♣✐♣❡❧✐♥❡ ❢♦r s✐♠✉❧❛t✐♥❣ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ✉♥❞❡r ❞✐r❡❝t✐♦♥❛❧ s❡❧❡❝t✐♦♥✳ ❲❡ ✉s❡ t❤✐s ❢r❛♠❡✇♦r❦ t♦ ❛❞❞r❡ss ❢♦✉r

❦❡② ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② q✉❡st✐♦♥s✿ ✶✮ ❲❤❛t ✐s t❤❡ ♣r❡❞✐❝t❡❞ st❡❛❞②✲st❛t❡ ❛❝t✐✈✐t② ♦❢ t❤❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✲

✇❛② ❜❛s❡❞ ♦♥ ✐ts t♦♣♦❧♦❣②❄ ✷✮ ❍♦✇ ❞♦❡s t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ❝♦♥tr♦❧ ✭✐✳❡✳✱ ✇❤✐❝❤ ❡♥③②♠❡s ❞❡t❡r♠✐♥❡ ✢✉①✮

❝❤❛♥❣❡ ❞✉r✐♥❣ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ t♦✇❛r❞ ❛ ♥❡✇ ♣❤❡♥♦t②♣✐❝ ♦♣t✐♠✉♠❄ ✸✮ ❆r❡ ❝❡rt❛✐♥ ❧♦❝✐ ❛♥❞ t②♣❡s ♦❢ ♠✉t❛✲

t✐♦♥s ♣r❡❞✐❝t❛❜❧② ✐♥✈♦❧✈❡❞ ✐♥ ♣❤❡♥♦t②♣✐❝ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❄ ✹✮ ❉♦ tr❛❞❡✲♦✛s ❛r✐s✐♥❣ ❢r♦♠ ♣❛t❤✇❛② str✉❝t✉r❡

❝♦♥str❛✐♥ t❤❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ♦❢ ♣❛t❤✇❛② ❝♦♠♣♦♥❡♥ts❄ ❲❡ ❤②♣♦t❤❡s✐③❡ t❤❛t t❤❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ♦❢ ❛ ♥❡✇ ❝♦❧♦r

♣❤❡♥♦t②♣❡ ✇✐❧❧ r❡q✉✐r❡ s❤✐❢ts ✐♥ ♣❛t❤✇❛② ❝♦♥tr♦❧✱ ❛❝❝♦♠♣❧✐s❤❡❞ ❜② ✐♥❝r❡❛s✐♥❣ ♦r ❞❡❝r❡❛s✐♥❣ t❤❡ ❛❝t✐✈✲

✐t② ♦❢ ♣❛t❤✇❛② r❡❛❝t✐♦♥s✳ ❆❝❝♦r❞✐♥❣❧②✱ ♠✉t❛t✐♦♥s ❛t ❧♦❝✐ ✇✐t❤ t❤❡ ❣r❡❛t❡st ❝♦♥tr♦❧ ❛r❡ ♣r❡❞✐❝t❡❞ t♦

❜❡ t❤❡ ❣r❡❛t❡st ❝♦♥tr✐❜✉t♦rs t♦ ♣❤❡♥♦t②♣✐❝ tr❛♥s✐t✐♦♥s ✭❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✸❀ ❲r✐❣❤t ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✵✮✳

❍♦✇❡✈❡r✱ ❜❡❝❛✉s❡ ♦❢ r❡t✐❝✉❧❛t✐♦♥s ✐♥ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ❝r❡❛t❡❞ ❜② t❤❡ ❜r❛♥❝❤✐♥❣ ❡♥③②♠❡s✱ ✇❡ ❛❧s♦ ❡①♣❡❝t
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t❤❛t t❤❡s❡ tr❛♥s✐t✐♦♥s ♠❛② ❧❡❛❞ t♦ tr❛❞❡✲♦✛s ✇✐t❤✐♥ ❛♥❞ ❜❡t✇❡❡♥ ❜r❛♥❝❤❡s ♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② t❤❛t

❛r❡ ✉♥❞❡r s❡❧❡❝t✐♦♥✳ ❚❤❡ r❡s✉❧ts ♦❢ t❤❡s❡ s✐♠✉❧❛t✐♦♥ ❛♥❛❧②s❡s ✇✐❧❧ ♥♦t ♦♥❧② ❧❛② t❤❡ ❢♦✉♥❞❛t✐♦♥ ❢♦r

❝♦♥t✐♥✉❡❞ t❤❡♦r❡t✐❝❛❧ ❛❞✈❛♥❝❡s✱ ❜✉t ✇✐❧❧ ❛❧s♦ ❣❡♥❡r❛t❡ ❝♦♥❝r❡t❡✱ q✉❛♥t✐t❛t✐✈❡ ♣r❡❞✐❝t✐♦♥s t❤❛t ❝❛♥

❜❡ t❡st❡❞ ✐♥ ❡♠♣✐r✐❝❛❧ s②st❡♠s✳

▼❡t❤♦❞s

❉❡✈❡❧♦♣♠❡♥t ❛♥❞ ❝♦♠♣✉t❛t✐♦♥❛❧ ✐♠♣❧❡♠❡♥t❛t✐♦♥ ♦❢ t❤❡ ♠❛t❤❡♠❛t✐❝❛❧ ♣❛t❤✲

✇❛② ♠♦❞❡❧

❲❡ ✉s❡❞ t❤❡ ❣❡♥❡r❛❧✐③❡❞ r❛t❡ ❧❛✇ ❢♦r♠✉❧❛t✐♦♥ ♦❢ ✭❈❤♦✉ ❛♥❞ ❚❛❧❛❧② ✶✾✼✼❀ ❙❝❤ä✉❜❧❡ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✸✮

t♦ s♣❡❝✐❢② r❛t❡ ❧❛✇s ❢♦r ❡❛❝❤ ❡♥③②♠❛t✐❝ r❡❛❝t✐♦♥ ✐♥ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ♠♦❞❡❧ ✭❙✉♣♣❧❡♠❡♥t❛❧ t❡①t✮✳ ❚❤✐s

❢♦r♠✉❧❛t✐♦♥ s❝❛❧❡s t❤❡ ▼✐❝❤❛❡❧✐s ❝♦♥st❛♥t ✭KM ✱ ✇❤✐❝❤ r❡❧❛t❡s t♦ ❜✐♥❞✐♥❣ ❛✣♥✐t②✮ ❢♦r ❡❛❝❤ ❡♥③②♠❡✲

s✉❜str❛t❡ ♣❛✐r ❜② t❤♦s❡ ♦❢ ❝♦♠♣❡t✐♥❣ ❡♥③②♠❡s t♦ ❡①♣❧✐❝✐t❧② ✐♥❝♦r♣♦r❛t❡ s✉❜str❛t❡ ❝♦♠♣❡t✐t✐♦♥✳ ■♥

t❤❡ ❛❜s❡♥❝❡ ♦❢ s✉❜str❛t❡ ❝♦♠♣❡t✐t✐♦♥✱ t❤❡ r❛t❡ ❧❛✇ r❡❞✉❝❡s t♦ ❝❧❛ss✐❝ ▼✐❝❤❛❡❧s✲▼❡♥t❡♥ ❦✐♥❡t✐❝s

✭❈❤♦✉ ❛♥❞ ❚❛❧❛❧② ✶✾✼✼❀ ❙❝❤ä✉❜❧❡ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✸✮✳ ❲❡ ❝❤♦s❡ t♦ ✉s❡ ✐rr❡✈❡rs✐❜❧❡ ▼✐❝❤❛❡❧✐s✲▼❡♥t❡♥

❦✐♥❡t✐❝s✱ ❜❡❝❛✉s❡ ✐♥ ✈✐✈♦ ♠❡❛s✉r❡♠❡♥ts ♦❢ ✢❛✈♦♥♦✐❞ ♣❛t❤✇❛② ❞②♥❛♠✐❝s ❤❛✈❡ ❜❡❡♥ ❞❡s❝r✐❜❡❞ ✇❡❧❧

❜② ❛♥ ✐rr❡✈❡rs✐❜❧❡ ♠♦❞❡❧ ✭●r♦❡♥❡♥❜♦♦♠ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✸✮✱ ❜✉t s❡❡ ✭❍❛❧❜✇✐rt❤ ✷✵✶✵❀ ❍❛❧❜✇✐rt❤ ❡t ❛❧✳

✷✵✵✻✮✳ ▼♦r❡♦✈❡r✱ t❤❡ ✐rr❡✈❡rs✐❜❧❡ ❢♦r♠ ♦❢ t❤❡ ♠♦❞❡❧ r❡❞✉❝❡s t❤❡ r❡q✉✐r❡❞ ♥✉♠❜❡r ♦❢ ♣❛r❛♠❡t❡rs

t✇♦✲❢♦❧❞ r❡❧❛t✐✈❡ t♦ t❤❡ ❝♦♠♣❧❡t❡❧② r❡✈❡rs✐❜❧❡ ❡q✉✐✈❛❧❡♥t ✭❙❝❤ä✉❜❧❡ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✸✮✳

●✐✈❡♥ t❤❛t ❞❡t❛✐❧❡❞ ❦✐♥❡t✐❝ st✉❞✐❡s ❛r❡ ❧❛❝❦✐♥❣ ❢♦r ♠♦st ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛② ❡♥③②♠❡s✱ ✇❡

❞❡s✐❣♥❡❞ ❛ ♥❛ï✈❡ ♠♦❞❡❧ ❛s ❛ st❛rt✐♥❣ st❛t❡ t♦ ❧❡❛r♥ ❛❜♦✉t t❤❡ r❡❧❛t✐✈❡ ✐♠♣♦rt❛♥❝❡ ♦❢ ❞✐✛❡r❡♥t ♠♦❞❡❧

♣❛r❛♠❡t❡rs ❛♥❞ t❤❡ ✐♥t❡r♣❧❛② ❜❡t✇❡❡♥ t❤❡♠✳ ❲❡ ❝❤♦s❡ ✈❛❧✉❡s ❢♦r ❝❛t❛❧②t✐❝ ❝♦♥st❛♥ts ❛♥❞ ▼✐❝❤❛❡❧✐s

❝♦♥st❛♥ts ❢r♦♠ ❛ ♠❡t❛✲❛♥❛❧②s✐s ♦❢ ❡♥③②♠❡ ♣r♦♣❡rt✐❡s ✐♥ t❤❡ ❇❘❊◆❉❆ ❛♥❞ ❑❊●● ❞❛t❛❜❛s❡s ✭❇❛r✲

❊✈❡♥ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✶❀ ❑❛♥❡❤✐s❛ ✷✵✵✽❀ ❙❝❤♦♠❜✉r❣ ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✷✮✳ ❚❤❡ ♠♦❞❡❧ ✇❛s ✐♥✐t✐❛❧✐③❡❞ ❛t ❛ st❛rt✐♥❣

st❛t❡ ✇✐t❤ ❛❧❧ ♣❛r❛♠❡t❡rs ♦❢ ❛ ❝❡rt❛✐♥ t②♣❡ s❡t t♦ ❜❡ ❡q✉❛❧✳ ❱❛❧✉❡s ❢♦r Kcat ✭t❤❡ ❝❛t❛❧②t✐❝ r❛t❡

❝♦♥st❛♥t✮ ✇❡r❡ s❡t t♦ ✶✹ s−1✱ t❤❡ ♠❡❞✐❛♥ ♦❢ t❤❡ ❞✐str✐❜✉t✐♦♥ ❝❛❧❝✉❧❛t❡❞ ✐♥ ❇❛r✲❊✈❡♥ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✶✳

KM ✈❛❧✉❡s ✇❡r❡ s❡t t♦ 0.013 mM ✱ ♦♥❡ t❡♥t❤ t❤❡ ♠❡❞✐❛♥ ✈❛❧✉❡ ♦❢ t❤❡ ❡♠♣✐r✐❝❛❧ ❞✐str✐❜✉t✐♦♥ t♦
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❡♥s✉r❡ t❤❛t st❛rt✐♥❣ ❝♦♥❞✐t✐♦♥s ♦❢ t❤❡ ♠♦❞❡❧ ♣✉t t❤❡ ✉♣str❡❛♠ s✉❜str❛t❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ✇❡❧❧ ❛❜♦✈❡

t❤❡ KM ♦❢ t❤❡ ✜rst ❡♥③②♠❡ ❛♥❞ ❛❧❧ s✉❜s❡q✉❡♥t ❡♥③②♠❡s✳ ❊♥③②♠❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ✇❡r❡ ✐♥✐t✐❛❧✐③❡❞

t♦ 0.001 mM ✱ ❛ ✈❛❧✉❡ ✇✐t❤✐♥ t❤❡ r❛♥❣❡ ♦❢ ♥❛t✉r❛❧❧②✲♦❝❝✉rr✐♥❣ ♣r♦t❡✐♥ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ✭▼✐r❛♥❞❛

❡t ❛❧✳ ✷✵✵✽✮✳ ❚❤✐s ♠♦❞❡❧ r❡♣r❡s❡♥ts ❛ ♥❛ï✈❡ st❛rt✐♥❣ st❛t❡✱ ✇✐t❤ ♥♦ ♣r❡❢❡r❡♥❝❡ ❢♦r ❛♥② s✉❜str❛t❡s✱

❛❧❧♦✇✐♥❣ t❤❡ ✏♥✉❧❧✑ ✉♥❜✐❛s❡❞ ❜❡❤❛✈✐♦r ♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② t♦♣♦❧♦❣② t♦ ❜❡ st✉❞✐❡❞✳ ❇♦✉♥❞❛r② ❝♦♥❞✐t✐♦♥s

♦❢ t❤❡ ♠♦❞❡❧ ✇❡r❡ ✐♠♣♦s❡❞ ❜② ✉s✐♥❣ ❛♥ ✉♣str❡❛♠ s♦✉r❝❡ t❤❛t ✢♦✇s ✐♥t♦ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ❛t ❛ ❝♦♥st❛♥t

❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ✭0.01 mM✮ ❛♥❞ s✐♥❦s ❛t t❤❡ ❡♥❞ ♦❢ ❛❧❧ ❜r❛♥❝❤❡s✳ ❚❤❡ s✐♥❦s ❛r❡ ❡♥❝♦❞❡❞ ❛s s✐♠♣❧❡

♠❛ss ❛❝t✐♦♥ ♣r♦❝❡ss❡s ✇✐t❤ ❛ s✐♥❣❧❡ r❛t❡ ❝♦♥st❛♥t ksink ✭✵✳✵✵✵✺ M−1✮ t❤❛t ✐s t❤❡ s❛♠❡ ❢♦r ❛❧❧ s✐♥❦s✳

❚❤✐s ♣r♦❝❡ss r❡♣r❡s❡♥ts t❤❡ ❞✐✛✉s✐♦♥ ♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ♣r♦❞✉❝ts ❛✇❛② ❢r♦♠ t❤❡ ✈♦❧✉♠❡ ✐♥ ✇❤✐❝❤ t❤❡②

❛r❡ s②♥t❤❡s✐③❡❞✱ ✇❤✐❝❤ ✐s ❝♦♥s✐st❡♥t ✇✐t❤ t❤❡ ♣❤②s✐♦❧♦❣✐❝❛❧ tr❛♥s♣♦rt ♦❢ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣✐❣♠❡♥ts t♦ t❤❡

✈❛❝✉♦❧❡ ✭P❡tr✉ss❛ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✸❀ P♦✉st❦❛ ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✼✮✳ ❲❡ ✐♠♣❧❡♠❡♥t❡❞ t❤✐s ♠❛t❤❡♠❛t✐❝❛❧ ♠♦❞❡❧

♦❢ t❤❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛② ✐♥ P②t❤♦♥ ✸✳✻ ✉s✐♥❣ t❤❡ ❚❡❧❧✉r✐✉♠ ❧✐❜r❛r② ✭❈❤♦✐ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✻✮ ❛♥❞ t❤❡

❆♥t✐♠♦♥② ✭❙♠✐t❤ ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✾✮ ♠❛r❦❞♦✇♥ ❧❛♥❣✉❛❣❡ ✭s❡❡ ❞❡t❛✐❧❡❞ ❞❡s❝r✐♣t✐♦♥ ✐♥ s✉♣♣❧❡♠❡♥t❛❧ t❡①t✮✳

❊✈♦❧✉t✐♦♥❛r② s✐♠✉❧❛t✐♦♥s ❜❡t✇❡❡♥ ❞❡✜♥❡❞ ♣❤❡♥♦t②♣✐❝ st❛t❡s

❲❡ ❞❡✈❡❧♦♣❡❞ ❛ ❝✉st♦♠ P②t❤♦♥ ❧✐❜r❛r②✱ ❝❛❧❧❡❞ ❡♥③♦ ✭❤tt♣s✿✴✴❣✐t❤✉❜✳❝♦♠✴❧❝✇❤❡❡❧❡r✴❡♥③♦✮✱ t♦ ❝♦♥✲

❞✉❝t st♦❝❤❛st✐❝ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② s✐♠✉❧❛t✐♦♥s ♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ✭s❡❡ ❙✉♣♣❧❡♠❡♥t❛❧ t❡①t ❢♦r ❞❡t❛✐❧s✮✳ ❊✈♦✲

❧✉t✐♦♥❛r② s✐♠✉❧❛t✐♦♥s ❛r❡ ♣❡r❢♦r♠❡❞ ✉s✐♥❣ t❤❡ ❝♦r❡ P❛t❤✇❛②❙❡t ♦❜❥❡❝t ♦❢ ❡♥③♦✱ ✇❤✐❝❤ ❛❝ts ❛s ❛

✇r❛♣♣❡r ❢♦r t❤❡ ❚❡❧❧✉r✐✉♠ ♣❛t❤✇❛② ♠♦❞❡❧✳ ❲✐t❤✐♥ t❤❡ s✐♠✉❧❛t✐♦♥ ❢r❛♠❡✇♦r❦✱ ✇❡ r❛♥❞♦♠❧② s❡❧❡❝t

❛ s✐♥❣❧❡ ♣❛r❛♠❡t❡r ❢r♦♠ t❤❡ ♠♦❞❡❧ ❛t ❡❛❝❤ st❡♣ ❛♥❞ ✐♥tr♦❞✉❝❡ ❛ ♠✉t❛t✐♦♥ ✇✐t❤ ❡✛❡❝t s✐③❡ r❛♥✲

❞♦♠❧② s❛♠♣❧❡❞ ❢r♦♠ ❛ ❣❛♠♠❛ ❞✐str✐❜✉t✐♦♥✳ ❋✐①❛t✐♦♥ ❡✈❡♥ts ❛r❡ ❞❡t❡r♠✐♥❡❞ ❜❛s❡❞ ♦♥ ❛ ❢♦r♠✉❧❛

t❤❛t ✇❡✐❣❤ts ♠✉t❛t✐♦♥s ❜② ✜t♥❡ss ❡✛❡❝t s✐③❡ ✭s❡❡ ❙✉♣♣❧❡♠❡♥t❛❧ t❡①t✮✳

●✐✈❡♥ t❤❡ str✉❝t✉r❡ ♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛②✱ ♠✉t❛t✐♦♥s ❞✉r✐♥❣ t❤❡s❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② s✐♠✉❧❛t✐♦♥s ❝❛♥ ❛❧t❡r

❛♥② ♦❢ t❤❡ ❡♥③②♠❡ ♣❛r❛♠❡t❡rs ✭KM ✱ Kcat✱ ❛♥❞ ❡♥③②♠❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ Et✮✳ ❲❤✐❧❡ t❤❡s❡ s✐♠✉❧❛t❡❞

♠✉t❛t✐♦♥s ❛r❡ ♥♦t ♠♦❞❡❧❡❞ ❛t t❤❡ ❧❡✈❡❧ ♦❢ ❉◆❆ s✉❜st✐t✉t✐♦♥s✱ t❤❡② ❤❛✈❡ ❛ ❝❧♦s❡ ❝♦♥♥❡❝t✐♦♥ ✇✐t❤

t❤❡ ❦✐♥❞s ♦❢ ✈❛r✐❛t✐♦♥ ❢♦✉♥❞ ✐♥ ♥❛t✉r❛❧ s②st❡♠s✳ ❚❤❡ KM ❛♥❞ Kcat ❢♦r ❡❛❝❤ ❡♥③②♠❡ ❛r❡ ❞❡t❡r♠✐♥❡❞

❜② ✐ts ❜✐♦♣❤②s✐❝❛❧ ♣r♦♣❡rt✐❡s✱ ✇❤✐❝❤ ✐♥ t✉r♥ ❛r❡ t✐❡❞ t♦ ✐ts ♣r♦t❡✐♥ s❡q✉❡♥❝❡ ✭❇❛r✲❊✈❡♥ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✶❀

❑❛❧t❡♥❜❛❝❤ ❛♥❞ ❚♦❦✉r✐❦✐ ✷✵✶✹❀ ❑❤❡rs♦♥s❦② ❛♥❞ ❚❛✇✜❦ ✷✵✶✵✮✳ ❇② ❝♦♥tr❛st✱ ❡♥③②♠❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥
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✐s ❝♦♥tr♦❧❧❡❞ ❜② r❡❣✉❧❛t✐♦♥ ♦❢ ❣❡♥❡ ❡①♣r❡ss✐♦♥ ❛♥❞ ♣r♦t❡✐♥ ❞❡❣r❛❞❛t✐♦♥ ✭❈♦♦♣❡r ✷✵✵✵✮✱ ❛♥❞ ✐♥

t❤❡ ❝❛s❡ ♦❢ t❤❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛②✱ r❡❣✉❧❛t✐♦♥ t❛❦❡s ♣❧❛❝❡ ❧❛r❣❡❧② ❛t t❤❡ ❧❡✈❡❧ ♦❢ tr❛♥s❝r✐♣t✐♦♥

✭◗✉❛ttr♦❝❝❤✐♦ ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✻✮✳ ❚❤✉s✱ ❝❤❛♥❣❡s ✐♥ KM ❛♥❞ Kcat ♦❢ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛② ❡♥③②♠❡s

❧✐❦❡❧② ♦❝❝✉r t❤r♦✉❣❤ ♠✉t❛t✐♦♥s ✐♥ ❡♥③②♠❡ ❝♦❞✐♥❣ s❡q✉❡♥❝❡s ✭❏♦❤♥s♦♥ ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✶❀ ❙❤✐♠❛❞❛ ❡t ❛❧✳

✷✵✵✶✮ ✇❤✐❧❡ ❝❤❛♥❣❡s ✐♥ ❡♥③②♠❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ❡✈♦❧✈❡ t❤r♦✉❣❤ ♠✉t❛t✐♦♥s ✐♥ ❝✐s✲r❡❣✉❧❛t♦r② r❡❣✐♦♥s ♦r

tr❛♥s✲r❡❣✉❧❛t♦r② ❧♦❝✐ ✭❙♦❜❡❧ ❛♥❞ ❙tr❡✐s❢❡❧❞ ✷✵✶✸✮✳

■♥ ♦✉r s✐♠✉❧❛t✐♦♥s✱ ❡❛❝❤ ❡♥③②♠❡ ❤❛s ❛ s✐♥❣❧❡ Et ♣❛r❛♠❡t❡r ✭r❡✢❡❝t✐♥❣ t❤❡ s❤❛r❡❞ ✈♦❧✉♠❡ ♦❢ ❛❧❧

♣❛t❤✇❛② ❝♦♠♣♦♥❡♥ts ✐♥ s✐♠✉❧❛t✐♦♥s✮✱ ❜✉t ❝❛♥ ❤❛✈❡ ♠✉❧t✐♣❧❡ KM ❛♥❞ Kcat ✈❛❧✉❡s✱ ❞❡♣❡♥❞✐♥❣ ♦♥

t❤❡ ♥✉♠❜❡r ♦❢ s✉❜str❛t❡s✳ ❈❤❛♥❣❡s ✐♥ t❤❡s❡ ♣❛r❛♠❡t❡rs ♦❝❝✉r ✇✐t❤♦✉t ❝♦rr❡❧❛t❡❞ ❡✛❡❝ts ♦♥ ♦t❤❡r

♣❛r❛♠❡t❡rs✳ ❋♦r ❡①❛♠♣❧❡✱ ❉❋❘ ✭❋✐❣✳ ✶✮ ❝❛♥ ❡①♣❡r✐❡♥❝❡ ❛ ♠✉t❛t✐♦♥ t❤❛t ✐♠♣r♦✈❡s ✐ts ❛❝t✐✈✐t② ♦♥ ♦♥❡

s✉❜str❛t❡ ✇✐t❤♦✉t ❝❤❛♥❣✐♥❣ ❛❝t✐✈✐t② ♦♥ ♦t❤❡r s✉❜str❛t❡s✱ ❝♦♥s✐st❡♥t ✇✐t❤ t❤❡ ❞✐✛❡r❡♥t KM ❛♥❞ Kcat

✈❛❧✉❡s ❢♦r ❞✐✛❡r❡♥t s✉❜str❛t❡s t❤❛t ❤❛✈❡ ❜❡❡♥ ♠❡❛s✉r❡❞ ❡①♣❡r✐♠❡♥t❛❧❧② ✭❋✐s❝❤❡r ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✸❀ ❑❛ts✉

❡t ❛❧✳ ✷✵✶✼❀ ▼✐②❛❣❛✇❛ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✺✮✳ ❲❤✐❧❡ ✐t ♠✐❣❤t ❜❡ ❜✐♦❧♦❣✐❝❛❧❧② r❡❛s♦♥❛❜❧❡ t♦ ❛ss✉♠❡ s♦♠❡ ❝♦st

♦❢ ✐♠♣r♦✈❡♠❡♥t ♦♥ ♦♥❡ s✉❜str❛t❡ ❢♦r ❛❝t✐✈✐t② ♦♥ ♦t❤❡r s✉❜str❛t❡s ✭❑❛❧t❡♥❜❛❝❤ ❛♥❞ ❚♦❦✉r✐❦✐ ✷✵✶✹❀

❑❤❡rs♦♥s❦② ❛♥❞ ❚❛✇✜❦ ✷✵✶✵✮✱ ✇❡ s✉r✈❡②❡❞ t❤❡ ❦✐♥❡t✐❝ ❞❛t❛ ❢♦r ❛❧❧ ♠✉❧t✐✲s✉❜str❛t❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥

♣❛t❤✇❛② ❡♥③②♠❡s ✐♥ t❤❡ ❇❘❊◆❉❆ ❞❛t❛❜❛s❡ ✭❙❝❤♦♠❜✉r❣ ❡t ❛❧✳ ✷✵✵✷✮ ❛♥❞ ✇❡r❡ ✉♥❛❜❧❡ t♦ ❞❡t❡❝t

❛♥② ❝♦♥s✐st❡♥t ♣❛tt❡r♥s ♦❢ ❝♦rr❡❧❛t❡❞ ❝❤❛♥❣❡s✱ ♣♦s✐t✐✈❡ ♦r ♥❡❣❛t✐✈❡✳ ◆❡✈❡rt❤❡❧❡ss✱ ♦✉r ♠♦❞❡❧ ❝♦✉❧❞

❜❡ ❡①♣❛♥❞❡❞ t♦ ✐♥❝❧✉❞❡ ❝♦rr❡❧❛t❡❞ ❝❤❛♥❣❡s ✐♥ ❢✉t✉r❡✳

❆ t♦t❛❧ ♦❢ ✾✱✾✽✺ ✐♥❞❡♣❡♥❞❡♥t ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② s✐♠✉❧❛t✐♦♥s ✇❡r❡ r✉♥ ❜❡t✇❡❡♥ t❤❡ ♥❛ï✈❡ st❛rt✐♥❣ st❛t❡

❛♥❞ ❛ ♥❡✇ ♦♣t✐♠✉♠✱ ✇❤✐❝❤ ✇❡ s❡❧❡❝t❡❞ t♦ ❜❡ ❛ ❜❧✉❡✲✢♦✇❡r❡❞ st❛t❡✳ ❲❡ s❡t t❤❡ ♦♣t✐♠✉♠ ❛s 90%

♦❢ t❤❡ t♦t❛❧ st❡❛❞② st❛t❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ❝♦♠♣r✐s✐♥❣ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✱ ✇✐t❤ ❛ 10% t♦❧❡r❛♥❝❡✳ ❆❧❧ ♦t❤❡r

❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ✇❡r❡ ❛❧❧♦✇❡❞ t♦ ❞r✐❢t✱ s✉❜❥❡❝t ♦♥❧② t♦ t❤❡ ❣❧♦❜❛❧ ❝♦♥str❛✐♥t ♣❧❛❝❡❞ ♦♥ t♦t❛❧ st❡❛❞②

st❛t❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ♦❢ ❛❧❧ s♣❡❝✐❡s✱ ✇❤✐❝❤ ✇❛s ❤❡❧❞ t♦ ✇✐t❤✐♥ ❛ 10% t♦❧❡r❛♥❝❡ ♦❢ t❤❛t ❢r♦♠ t❤❡ ✐♥✐t✐❛❧

st❛rt✐♥❣ st❛t❡✳ ❚❤❡s❡ t♦❧❡r❛♥❝❡ ✈❛❧✉❡s ❛r❡ ✢❡①✐❜❧❡ ❛r❣✉♠❡♥ts t♦ t❤❡ ❡✈♦❧✈❡ ❢✉♥❝t✐♦♥ ✐♥ ❡♥③♦ ❛♥❞ ❝❛♥

❜❡ ♠♦❞✐✜❡❞ t♦ s✉✐t t❤❡ ♥❡❡❞s ♦❢ t❤❡ ✉s❡r✳
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❆♥❛❧②s✐s ♦❢ t❤❡ s✐♠✉❧❛t❡❞ ❞❛t❛

❲❡ ❞❡s✐❣♥❡❞ ❛ s❡r✐❡s ♦❢ ❛♥❛❧②s❡s t♦ ❛❞❞r❡ss t❤❡ ❢♦✉r q✉❡st✐♦♥s ♦✉t❧✐♥❡❞ ✐♥ t❤❡ ✐♥tr♦❞✉❝t✐♦♥✳ ❋✐rst✱

✐♥ ♦r❞❡r t♦ ❝❤❛r❛❝t❡r✐③❡ t❤❡ ✐♥tr✐♥s✐❝ ❜❡❤❛✈✐♦r ♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛②✱ ✇❡ ✉s❡❞ ♠❡t❛❜♦❧✐❝ ❝♦♥tr♦❧ ❛♥❛❧②s✐s

✭▼❈❆✮✱ ✇❤✐❝❤ ✇❛s ❞❡✈❡❧♦♣❡❞ s♣❡❝✐✜❝❛❧❧② ❢♦r ❛♥❛❧②③✐♥❣ t❤❡ ❝♦♥tr♦❧ ♦❢ ✢✉① t❤r♦✉❣❤ ♠❡t❛❜♦❧✐❝ ♣❛t❤✲

✇❛②s ✭❈♦r♥✐s❤✲❇♦✇❞❡♥ ✶✾✾✺❀ ❍❡✐♥r✐❝❤ ❛♥❞ ❙❝❤✉st❡r ✶✾✾✻❀ ❑❛❝s❡r ❡t ❛❧✳ ✶✾✾✺✮✳ ❚❤❡ st❛♥❞❛r❞

❛♣♣r♦❛❝❤ ✐♥ ▼❈❆ ✐s t♦ ❝❛❧❝✉❧❛t❡ t✇♦ ♣r♦♣❡rt✐❡s ❢♦r ❡❛❝❤ ♣❛t❤✇❛② r❡❛❝t✐♦♥✿ ✶✮ t❤❡ ✢✉① ❛♥❞✴♦r

❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ❝♦♥tr♦❧ ❝♦❡✣❝✐❡♥ts✱ ✇❤✐❝❤ ❛r❡ t❤❡ ♣❛rt✐❛❧ ❞❡r✐✈❛t✐✈❡s ♦❢ ❡❛❝❤ ✢✉①✴st❡❛❞② st❛t❡ ❝♦♥✲

❝❡♥tr❛t✐♦♥ ✇✐t❤ r❡s♣❡❝t t♦ ❡♥③②♠❡ ❛❝t✐✈✐t②✱ ❛♥❞ ✷✮ ❡❧❛st✐❝✐t✐❡s✱ ✇❤✐❝❤ ❛r❡ s❡♥s✐t✐✈✐t② ❝♦❡✣❝✐❡♥ts

❝❛❧❝✉❧❛t❡❞ ❜② t❛❦✐♥❣ t❤❡ ♣❛rt✐❛❧ ❞❡r✐✈❛t✐✈❡ ♦❢ ❡❛❝❤ r❡❛❝t✐♦♥ r❛t❡ ✇✐t❤ r❡s♣❡❝t t♦ ❡❛❝❤ s✉❜str❛t❡ ❝♦♥✲

❝❡♥tr❛t✐♦♥✳ ❚♦❣❡t❤❡r✱ t❤❡s❡ ♠❡❛s✉r❡s ❛❧❧♦✇ ✉s t♦ ❞❡t❡r♠✐♥❡ ❤♦✇ ♣❛t❤✇❛② ❡♥③②♠❡s ❞✐✛❡r ✐♥ t❤❡✐r

❝♦♥tr♦❧ ♦✈❡r ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ♦❢ ✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s ✭s✉❜str❛t❡s ❛♥❞ ♣r♦❞✉❝ts✮ ❛♥❞ ❤♦✇ r❡❛❝t✐♦♥s ✈❛r② ✐♥

t❤❡✐r s❡♥s✐t✐✈✐t② t♦ s✉❜str❛t❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥✳ ❲❡ ✉s❡❞ t❤❡ ▼❈❆ t♦♦❧s ✐♥ ❚❡❧❧✉r✐✉♠ ✭❈❤♦✐ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✻✮

t♦ ❝❛❧❝✉❧❛t❡ ❝♦♥tr♦❧ ❝♦❡✣❝✐❡♥ts ❛♥❞ ❡❧❛st✐❝✐t✐❡s ❢♦r ♦✉r ♥❛ï✈❡ ♠♦❞❡❧ t♦ ❛ss❡ss ❤♦✇ t❤❡ str✉❝t✉r❡ ♦❢ t❤❡

♣❛t❤✇❛② r❡❧❛t❡s t♦ t❤❡ st❡❛❞②✲st❛t❡ ♣✐❣♠❡♥t ♣r♦❞✉❝t✐♦♥✳ ❲❡ ❛♣♣❧✐❡❞ t❤❡ s❛♠❡ t♦♦❧s ✐♥ ❛❞❞r❡ss✐♥❣

♦✉r s❡❝♦♥❞ q✉❡st✐♦♥ r❡❣❛r❞✐♥❣ t❤❡ ❝❤❛♥❣❡s ✐♥ ♣❛t❤✇❛② ❝♦♥tr♦❧ ❞✉r✐♥❣ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ t♦ ❛ ♥❡✇ ♦♣t✐♠✉♠✳

■♥ t❤✐s ❝❛s❡✱ ✇❡ r❡♣❡❛t❡❞ t❤❡ ▼❈❆ ❛♥❛❧②s❡s ♦♥ ❡❛❝❤ ❡✈♦❧✈❡❞ ♠♦❞❡❧ ❛♥❞ s✉❜tr❛❝t❡❞ st❛rt✐♥❣✲♣♦✐♥t

❝♦♥tr♦❧ ❛♥❞ ❡❧❛st✐❝✐t② ♠❛tr✐❝❡s ❢r♦♠ t❤❡ ♠❡❞✐❛♥✲♦♣t✐♠❛❧ ♠❛tr✐❝❡s ✐♥ ♦r❞❡r t♦ q✉❛♥t✐❢② t❤❡ s❤✐❢t ✐♥

❝♦♥tr♦❧✳

❲❡ ♥❡①t ✉s❡❞ t❤❡ s✐♠✉❧❛t✐♦♥ ❞❛t❛ t♦ ✐❞❡♥t✐❢② t❤❡ ❧♦❝✐ ❛♥❞ t❤❡ t②♣❡s ♦❢ ❝❤❛♥❣❡s t❤❛t ❝♦♥tr✐❜✉t❡❞

t♦ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ t♦✇❛r❞ t❤❡ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♦♣t✐♠✉♠✳ ❋♦r ❡❛❝❤ ♦❢ ♦✉r s✐♠✉❧❛t✐♦♥s✱ ✇❡ ❝♦✉♥t❡❞ t❤❡ ♥✉♠✲

❜❡r ♦❢ ✜①❛t✐♦♥ ❡✈❡♥ts ✐♥✈♦❧✈✐♥❣ ❡❛❝❤ ♠♦❞❡❧ ♣❛r❛♠❡t❡r ✭❡✳❣✳✱ ❡♥③②♠❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥✱ Et✱ ❢♦r ❉❋❘✮

❞✉r✐♥❣ t❤❡ tr❛❥❡❝t♦r✐❡s✳ ❖✉r ❡♥③♦ ♣❛❝❦❛❣❡ ❛❧s♦ ❧♦❣❣❡❞ t❤❡ s❡❧❡❝t✐♦♥ ❝♦❡✣❝✐❡♥ts ❢♦r ❡❛❝❤ ♠✉t❛t✐♦♥

✐♥tr♦❞✉❝❡❞ ❞✉r✐♥❣ t❤❡ s✐♠✉❧❛t✐♦♥s✱ ❛♥❞ t❤❡s❡ ✇❡r❡ s✉♠♠❛r✐③❡❞ ❛❝r♦ss ❛❧❧ tr❛❥❡❝t♦r✐❡s t♦ ❡st✐♠❛t❡

t❤❡ ❞✐str✐❜✉t✐♦♥ ♦❢ ✜t♥❡ss ❡✛❡❝ts ✭❉❋❊✮ ❢♦r ❡❛❝❤ ♠♦❞❡❧ ♣❛r❛♠❡t❡r✳

❋✐♥❛❧❧②✱ ✇❡ ✉s❡❞ t❤❡ s✐♠✉❧❛t✐♦♥s t♦ ❛ss❡ss ♣♦t❡♥t✐❛❧ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② tr❛❞❡✲♦✛s ❛r✐s✐♥❣ ❢r♦♠ t❤❡

♣❛t❤✇❛② str✉❝t✉r❡✳ ❲❡ ✜rst ❝❛❧❝✉❧❛t❡❞ ♠❡❛♥ ❙♣❡❛r♠❛♥ ❝♦rr❡❧❛t✐♦♥ ❝♦❡✣❝✐❡♥ts ✭ρ✮ ❜❡t✇❡❡♥ ❛❧❧ ♣❛✐rs

♦❢ ✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s ❛s ✇❡❧❧ ❛s ❛❧❧ ♣❛✐rs ♦❢ ♠♦❞❡❧ ♣❛r❛♠❡t❡rs ✭Et✱ KM ✱ Kcat ✈❛❧✉❡s✮ ❛❝r♦ss ❛❧❧ ♦❢
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t❤❡ s✐♠✉❧❛t✐♦♥s✳ ❲❡ ❛❧s♦ ❝♦♠♣❛r❡❞ t❤❡ ❞✐str✐❜✉t✐♦♥ ♦❢ ♣❛r❛♠❡t❡r ✈❛❧✉❡s ❛❢t❡r t❤❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r②

s✐♠✉❧❛t✐♦♥ ✇✐t❤ t❤❡ st❛rt✐♥❣ st❛t❡ ✐♥ ♦r❞❡r t♦ ✈✐s✉❛❧✐③❡ t❤❡s❡ ❝♦rr❡❧❛t❡❞ ❝❤❛♥❣❡s ✐♥ ♣❛t❤✇❛② ❛❝t✐✈✐t②✳

❘❡s✉❧ts

▼❛t❤❡♠❛t✐❝❛❧ ♠♦❞❡❧ r❡✈❡❛❧s ❜❡❤❛✈✐♦r ♦❢ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛② t♦♣♦❧♦❣②

❖✉r ♥❛ï✈❡ st❛rt✐♥❣ ♠♦❞❡❧✱ ✇✐t❤ ❛❧❧ ❡♥③②♠❡s ❛t ❡q✉❛❧ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ❛♥❞ ✇✐t❤ ❡q✉❛❧ ❦✐♥❡t✐❝ ♣❛r❛♠✲

❡t❡rs✱ ②✐❡❧❞❡❞ st❛❜❧❡ t✐♠❡✲❝♦✉rs❡ ❞②♥❛♠✐❝s ✭❋✐❣✳ ✷❛✮ ❛♥❞ r❡s✉❧t❡❞ ✐♥ ❛ st❡❛❞② st❛t❡ ✇✐t❤ s♣❡❝✐❡s

❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s r❡❛❝❤✐♥❣ ✐♥t♦ t❤❡ ❧♦✇ mM r❛♥❣❡ ✭❋✐❣✳ ✷❜✮✳ ❚❤❡ st❡❛❞② st❛t❡ ✐s ❝❤❛r❛❝t❡r✐③❡❞ ❜②

❛ ❜✐❛s t♦✇❛r❞ ♣r♦❞✉❝ts r❡q✉✐r✐♥❣ t❤❡ ❢❡✇❡st ❜✐♦❝❤❡♠✐❝❛❧ r❡❛❝t✐♦♥s ✭❦❛❡♠♣❢❡r♦❧ ❛♥❞ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✮✱

r❡s✉❧t✐♥❣ ❢r♦♠ t❤❡ ❣r❡❛t❡r ❛❝❝✉♠✉❧❛t✐♦♥ ♦❢ t❤❡s❡ ♣r♦❞✉❝ts ❡❛r❧② ✐♥ t❤❡ t✐♠❡✲❝♦✉rs❡ ✭❋✐❣✳ ✷❛✮✳ ❚❤❡

❝♦❧♦r❡❞ ♣✐❣♠❡♥ts ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✱ ❝②❛♥✐❞✐♥✱ ❛♥❞ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ❝♦♠♣r✐s❡ 32.7% ✱ 10.9% ✱ ❛♥❞ 6.6% ♦❢ t❤❡

t♦t❛❧ st❡❛❞② st❛t❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥✱ r❡s♣❡❝t✐✈❡❧② ✭❋✐❣✳ ✷❜✮✳ ❚❤✐s ❝❤❡♠✐❝❛❧ ♣r♦✜❧❡ ✇♦✉❧❞ ❧✐❦❡❧② r❡s✉❧t ✐♥

r❡❞ ♦r ♣✐♥❦ ✢♦r❛❧ ❝♦❧♦r❛t✐♦♥ ✭◆❣ ❛♥❞ ❙♠✐t❤ ✷✵✶✻❛❀ ❙♠✐t❤ ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✶✮✳

▼❡t❛❜♦❧✐❝ ❝♦♥tr♦❧ ❛♥❛❧②s✐s ♦❢ t❤✐s ♥❛ï✈❡ ♠♦❞❡❧ ✐♥❞✐❝❛t❡❞ t❤❛t ♣❛t❤✇❛② ❝♦♥tr♦❧ ✐s ❝♦♥❝❡♥tr❛t❡❞

✐♥ t❤❡ ✉♣str❡❛♠ st❡♣ ♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ❛♥❞ ✐♥ t❤❡ ❜r❛♥❝❤✐♥❣ ❡♥③②♠❡s t❤❛t ✐♥t❡r❛❝t ✇✐t❤ ♠✉❧t✐♣❧❡

✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s✳ ❚❤❡ ✜rst ♣❛t❤✇❛② ❡♥③②♠❡✱ ❈❍❙✱ ❡①❡rts str♦♥❣ ♣♦s✐t✐✈❡ ❝♦♥tr♦❧ ♦✈❡r ❛❧❧ ❞♦✇♥str❡❛♠

r❡❛❝t✐♦♥s ❛♥❞ st❡❛❞② st❛t❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ✭❋✐❣✳ ✸❛✮✱ ❝♦♥s✐st❡♥t ✇✐t❤ ♣r❡✈✐♦✉s t❤❡♦r❡t✐❝❛❧ st✉❞✐❡s

✭❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✸❀ ❲r✐❣❤t ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✵✮✳ ❚❤❡ ❝♦♥tr♦❧ ♦❢ t❤❡ ❜r❛♥❝❤✐♥❣ ❡♥③②♠❡s ✈❛r✐❡s ❛❝r♦ss

♣r♦❞✉❝ts ✐♥ ❛ ♠❛♥♥❡r r❡✢❡❝t✐♥❣ t❤❡✐r ♣♦s✐t✐♦♥ ✐♥ t❤❡ ♣❛t❤✇❛②✳ ❋♦r ❡①❛♠♣❧❡✱ ❋✸✬❍ ❤❛s ♣♦s✐t✐✈❡

❝♦♥tr♦❧ ♦✈❡r ❝②❛♥✐❞✐♥ ❛♥❞ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥✱ ✇❤✐❝❤ ❜♦t❤ r❡q✉✐r❡ ✐ts ❛❝t✐✈✐t②✱ ❛♥❞ ♥❡❣❛t✐✈❡

❝♦♥tr♦❧ ♦✈❡r ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✱ ✇❤✐❝❤ ❞♦❡s ♥♦t r❡q✉✐r❡ ✐t ✭❋✐❣✳ ✸❛✮✳ ❙✐♠✐❧❛r ♣❛tt❡r♥s ♦❢ ❝♦♥tr❛st✐♥❣

♣♦s✐t✐✈❡ ❛♥❞ ♥❡❣❛t✐✈❡ ❝♦♥tr♦❧ ❛r❡ s❡❡♥ ❢♦r ♦t❤❡r ❜r❛♥❝❤✐♥❣ ❡♥③②♠❡s✱ ✐♥❝❧✉❞✐♥❣ ❋✸✬✺✬❍✱ ❉❋❘✱ ❛♥❞

❋▲❙✳ ❚❤❡ ✜♥❛❧ ❡♥③②♠❡ ✐♥ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ✭❆◆❙✮ ❡①❤✐❜✐ts ❧✐tt❧❡ ❝♦♥tr♦❧ ♦✈❡r ❛♥② ✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s ❡①❝❡♣t

✐ts s✉❜str❛t❡s✱ ❛ ♣❛tt❡r♥ ❝♦♥s✐st❡♥t ✇✐t❤ ✐ts ❞♦✇♥str❡❛♠ ♣♦s✐t✐♦♥✳ ❚❤❡ ❡❧❛st✐❝✐t② ♣❛tt❡r♥s ✇❡r❡

s✐♠✐❧❛r❧② ✐♥t✉✐t✐✈❡ ❜❛s❡❞ ♦♥ ♣❛t❤✇❛② str✉❝t✉r❡✳ ❋♦r ❡①❛♠♣❧❡✱ ❈❍■ ❛♥❞ ❋✸❍ ❛r❡ ❤✐❣❤❧② s❡♥s✐t✐✈❡ t♦

t❤❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ♦❢ t❤❡✐r s✉❜str❛t❡s✳ ❲❡ ❛❧s♦ ♦❜s❡r✈❡❞ ♥❡❣❛t✐✈❡ ✈❛❧✉❡s ❞✉❡ t♦ ❝♦♠♣❡t✐t✐♦♥✱ ✇❤❡r❡✱

❢♦r ✐♥st❛♥❝❡✱ t❤❡ r❡❛❝t✐♦♥s ✐♥✈♦❧✈✐♥❣ s✉❜str❛t❡s t❤❛t ❝♦♠♣❡t❡ ✇✐t❤ ❉❍❑ ✭❉❍◗✱ ❉❍▼✱ ❋✐❣✳ ✶❀ ❋✐❣✳
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❙✶✮ ❛r❡ ♥❡❣❛t✐✈❡❧② s❡♥s✐t✐✈❡ t♦ ❉❍❑ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ✭❋✐❣✳ ✸❜✮✳

❊✈♦❧✉t✐♦♥ t♦✇❛r❞s ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ s❤✐❢ts ♣❛t❤✇❛② ❝♦♥tr♦❧

❖✉r ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② s✐♠✉❧❛t✐♦♥s r❡✈❡❛❧❡❞ t❤❛t t❤❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② tr❛♥s✐t✐♦♥ t♦ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥

r❡q✉✐r❡❞ t❤❡ ❣❛✐♥ ♦❢ ♣❛t❤✇❛② ❝♦♥tr♦❧ ❜② ❜r❛♥❝❤❡s ❧❡❛❞✐♥❣ t♦ ♦r ❝♦♠♣❡t✐♥❣ ✇✐t❤ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✳ ❇❛s❡❞ ♦♥

▼❈❆ ❛♥❛❧②s❡s ♦❢ t❤❡ ✾✱✾✽✺ tr❛❥❡❝t♦r✐❡s t❤❛t s✉❝❝❡❡❞❡❞ ✐♥ r❡❛❝❤✐♥❣ 90% ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ✇✐t❤♦✉t ❡rr♦r ✭s❡❡

❙✉♣♣❧❡♠❡♥t❛❧ ❘❡s✉❧ts✮✱ ✇❡ ♦❜s❡r✈❡❞ t❤❛t ❋✸✬❍ ❛♥❞ ❋✸✬✺✬❍✱ ❜♦t❤ r❡q✉✐r❡❞ ❢♦r ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥✱

s❤❛r♣❧② ✐♥❝r❡❛s❡❞ ✐♥ t❤❡✐r ❝♦♥tr♦❧ ❝♦❡✣❝✐❡♥ts ♦✈❡r ❛❧❧ ❞♦✇♥str❡❛♠ s✉❜str❛t❡s ❛♥❞ ♣r♦❞✉❝ts ✇❤✐❧❡

t❤❡ ❝♦♠♣❡t✐♥❣ ❡♥③②♠❡ t❤❛t ❧❡❛❞s t♦ ✢❛✈♦♥♦❧ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ✭❋▲❙✮ ❧♦st ❝♦♥tr♦❧ ♦✈❡r ♣❛t❤✇❛② ✢✉① ✭❋✐❣✳

✸❝✱❡✮✳ ❉❋❘ s❤✐❢t❡❞ ✐ts ❛❝t✐✈✐t② t♦ ❣❛✐♥ ❝♦♥tr♦❧ ♦✈❡r t❤❡ ✢✉① ♦❢ ❉❍▼ ✭t❤❡ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r❡❝✉rs♦r✮✱

✇❤✐❧❡ ❉❋❘ r❡❛❝t✐♦♥s ✐♥✈♦❧✈✐♥❣ ❝♦♠♣❡t✐♥❣ s✉❜str❛t❡s ✭❉❍◗ ❛♥❞ ❉❍❑✮ ❧♦st ❝♦♥tr♦❧ ♦✈❡r ❉❍▼ ✢✉①✳

❲❡ ❢♦✉♥❞ ❝♦♥❝♦r❞❛♥t ❝❤❛♥❣❡s ✐♥ ❡❧❛st✐❝✐t✐❡s✱ ✇✐t❤ t❤❡s❡ ❡♥③②♠❡s ❜❡❝♦♠✐♥❣ ♠♦r❡ s❡♥s✐t✐✈❡ t♦ t❤❡

❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ♦❢ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r❡❝✉rs♦rs ✭❉❍▼✱ ▲❈❉✮ ❛♥❞ ❧❡ss s❡♥s✐t✐✈❡ t♦ t❤❡ ❝♦♠♣❡t✐♥❣ s✉❜str❛t❡s

✭❋✐❣✳ ✸❞✱❢✮✳ ❚❤❡s❡ ♣❛tt❡r♥s s✉❣❣❡st t❤❛t ✇❤✐❧❡ t❤❡ ♠♦st ✉♣str❡❛♠ ❣❡♥❡ ❝♦♥tr♦❧s ♦✈❡r❛❧❧ ✢✉①✱ t❤❡

❞♦✇♥str❡❛♠ ❜r❛♥❝❤✐♥❣ ❡♥③②♠❡s ❝♦♥tr♦❧ t❤❡ t②♣❡ ♦❢ ♣✐❣♠❡♥t t❤❛t ✐s ♠❛❞❡✳

▲♦❝✐ ✇✐t❤ ❣r❡❛t❡r ♣❛t❤✇❛② ❝♦♥tr♦❧ ❛r❡ ♠✉t❛t✐♦♥❛❧ t❛r❣❡ts

❆s ♣r❡❞✐❝t❡❞✱ ✇❡ ❢♦✉♥❞ t❤❛t ❛♣♣r♦①✐♠❛t❡❧② 99% ♦❢ ♠✉t❛t✐♦♥s ✜①❡❞ ❞✉r✐♥❣ t❤❡ s✐♠✉❧❛t✐♦♥s ✐♥✈♦❧✈❡❞

❋✸✬❍✱ ❋✸✬✺✬❍✱ ❉❋❘✱ ♦r ❋▲❙ ✭❚❛❜❧❡ ❙✶✮✱ t❤❡ ❧♦❝✐ ✇✐t❤ str♦♥❣ ❝♦♥tr♦❧ ♦✈❡r ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥✳

❚❤❡s❡ ♠✉t❛t✐♦♥s ❛r❡ s♣r❡❛❞ ❛❝r♦ss ❛❧❧ ❝❧❛ss❡s ♦❢ ♣❛r❛♠❡t❡rs ✭KM ✱ Kcat✱ ❛♥❞ Et✮✱ ✭❋✐❣✳ ❙✹✱ ❚❛❜❧❡

❙✶✮✱ ❜✉t ❢♦r s♦♠❡ ❧♦❝✐✱ ❛r❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t❡❞ ♦♥ ♣❛rt✐❝✉❧❛r ♣❛r❛♠❡t❡rs ✭❚❛❜❧❡ ❙✶ ❛♥❞ ❙✉♣♣❧❡♠❡♥t❛❧ t❡①t✮✳

❖✈❡r❛❧❧✱ ♠✉t❛t✐♦♥s ❛✛❡❝t✐♥❣ ❛❧❧ ♣❛r❛♠❡t❡rs ❢♦r t❤❡ ❜r❛♥❝❤✐♥❣ ❡♥③②♠❡s s❤♦✇ s✐♠✐❧❛r ❞✐str✐❜✉t✐♦♥s

♦❢ ✜t♥❡ss ❡✛❡❝ts ✭❉❋❊✮✱ ❢r♦♠ ❤✐❣❤❧② ♥❡❣❛t✐✈❡ ✭s = −0.55✮ t♦ ❤✐❣❤❧② ♣♦s✐t✐✈❡ ✭s = 0.45✮ ✭❋✐❣✳ ❙✸✮✳

❇② ❝♦♥tr❛st✱ t❤❡ ♦t❤❡r ♣❛t❤✇❛② ❡♥③②♠❡s s❤♦✇ ♥❛rr♦✇ ❉❋❊s s❦❡✇❡❞ t♦✇❛r❞s ♥❡❣❛t✐✈❡ ✜t♥❡ss ❡✛❡❝ts

✭❋✐❣✳ ❙✸✮✱ r❡✢❡❝t✐♥❣ t❤❛t t❤❡s❡ ❧♦❝✐ ❤❛✈❡ ❧✐tt❧❡ ❝♦♥tr♦❧ ♦♥ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ❛♥❞ t❤❛t ♠✉t❛t✐♦♥s

❛✇❛② ❢r♦♠ t❤❡ ♦r✐❣✐♥❛❧ ♣❛r❛♠❡t❡r ✈❛❧✉❡s ❛r❡ ❧❛r❣❡❧② ❞❡tr✐♠❡♥t❛❧✳ ❆❝r♦ss t❤❡ ✾✱✾✽✺ s✐♠✉❧❛t✐♦♥s✱ t❤❡

♠❡❞✐❛♥ s❡❧❡❝t✐♦♥ ❝♦❡✣❝✐❡♥t ❢♦r ✜①❡❞ ♠✉t❛t✐♦♥s ✇❛s ✵✳✵✹✹ ✭r❛♥❣❡✱ s = 2.4x10−6 t♦ 0.43✮✱ ✇✐t❤ 90%

❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ❛❝❤✐❡✈❡❞ ✇✐t❤ ❛ ♠❡❞✐❛♥ ♦❢ ✾ ♠✉t❛t✐♦♥❛❧ st❡♣s ✭range = 3 t♦ 80❀ ❋✐❣✳ ✹❝✮✳
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❊♥③②♠❡ ❛♥❞ s✉❜str❛t❡ ❝♦♠♣❡t✐t✐♦♥ r❡s✉❧t ✐♥ ♣❧❡✐♦tr♦♣✐❝ tr❛❞❡♦✛s

❊✈♦❧✉t✐♦♥ t♦✇❛r❞ t❤❡ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♦♣t✐♠✉♠ r❡s✉❧t❡❞ ✐♥ s❤❛r♣ ❛♥❞ ♣r❡❞✐❝t❛❜❧❡ tr❛❞❡✲♦✛s ✐♥ ♣❛t❤✇❛②

❢✉♥❝t✐♦♥ ❛♥❞ ❛❝t✐✈✐t②✳ ■♥❝r❡❛s❡❞ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ❝❛♠❡ ❛t t❤❡ ❝♦st ♦❢ ❞❡❝r❡❛s❡❞ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ♦❢

♦t❤❡r ♣❛t❤✇❛② ♣r♦❞✉❝ts✱ ✐♥❝❧✉❞✐♥❣ t❤❡ ♦t❤❡r t✇♦ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐❞✐♥s ❛♥❞ t❤❡ t❤r❡❡ ✢❛✈♦♥♦❧s ✭❋✐❣✳ ✹❞✱❡✱

❋✐❣✳ ❙✷✮✳ ❚❤❡s❡ ❡✛❡❝ts ✈❛r✐❡❞ ❜② t❤❡ ♥✉♠❜❡r ♦❢ s❤❛r❡❞ st❡♣s✱ s✉❝❤ t❤❛t ❝♦♠♣♦✉♥❞s r❡q✉✐r✐♥❣ t❤❡

❢❡✇❡st s❤❛r❡❞ st❡♣s ✭♥❛♠❡❧② ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ ❛♥❞ ❦❛❡♠♣❢❡r♦❧✮ s❤♦✇❡❞ t❤❡ str♦♥❣❡st ❞❡❝r❡❛s❡s✳ ❲❡ ❛❧s♦

♦❜s❡r✈❡❞ tr❛❞❡✲♦✛s ❛❝r♦ss ♠✉❧t✐♣❧❡ ❡♥③②♠❛t✐❝ ♣❛r❛♠❡t❡rs ❢♦r t❤❡ ❧♦❝✐ ✉♥❞❡r s❡❧❡❝t✐♦♥ ✭❋✸✬❍✱ ❋✸✬✺✬❍✱

❉❋❘✱ ❋▲❙❀ ❋✐❣✳ ❙✺✮✳ ❋♦r ❡①❛♠♣❧❡✱ t❤❡ Kcat ✈❛❧✉❡s ❢♦r ❉❋❘ ❛❝t✐♥❣ ♦♥ t❤❡ ❜❧✉❡ ♣r❡❝✉rs♦r ❉❍▼

✇❡r❡ s✉❜st❛♥t✐❛❧❧② ✐♠♣r♦✈❡❞ ✇❤✐❧❡ t❤♦s❡ ❢♦r ❝♦♠♣❡t✐♥❣ s✉❜str❛t❡s ✭❉❍◗✱ ❉❍❑✮ ✇❡r❡ ❞r❛st✐❝❛❧❧②

✇❡❛❦❡♥❡❞✱ r❡s✉❧t✐♥❣ ✐♥ ♥❡❣❛t✐✈❡ ❝♦rr❡❧❛t✐♦♥s ✭❋✐❣✳ ❙✺❞✮✳

❇❡②♦♥❞ t❤❡s❡ ❛♥t❛❣♦♥✐st✐❝ r❡❧❛t✐♦♥s❤✐♣s✱ ✇❡ ❢♦✉♥❞ ❝❛s❡s ♦❢ ♣♦s✐t✐✈❡ ❝♦rr❡❧❛t✐♦♥s ✐♥ ❧✐♥❡ ✇✐t❤

s❡❧❡❝t✐♦♥ t♦✇❛r❞ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✳ ❋♦r ❡①❛♠♣❧❡✱ ♣❛r❛♠❡t❡rs ❛✛❡❝t✐♥❣ t❤❡ s❛♠❡ r❡❛❝t✐♦♥s ✭❡✳❣✳ Kcat

❛♥❞ KM ❢♦r ❉❋❘ ❛❝t✐♥❣ ♦♥ ❉❍❑✮ ❛r❡ ♦❢t❡♥ ♣♦s✐t✐✈❡❧② ❝♦rr❡❧❛t❡❞✱ ✇❤❡t❤❡r t❤❡② ❛r❡ ❝♦♦r❞✐♥❛t❡❧②

✐♥❝r❡❛s✐♥❣ ✭❜❡❝❛✉s❡ t❤❡② ❝♦♥tr✐❜✉t❡ t♦ ❞❡❧♣❤✐❞✐♥✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥✮ ♦r ❝♦♦r❞✐♥❛t❡❧② ❞❡❝r❡❛s✐♥❣ ✭❜❡❝❛✉s❡

t❤❡② ♠♦✈❡ ✢✉① ✇❛② ❢r♦♠ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✮ ✭❋✐❣✳ ❙✺✮✳ ❙✐♠✐❧❛r❧②✱ ✇❡ ♦❜s❡r✈❡❞ ♣♦s✐t✐✈❡ ❝♦rr❡❧❛t✐♦♥s ❜❡t✇❡❡♥

❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ❛♥❞ ✐ts t✇♦ ✐♠♠❡❞✐❛t❡ ♣r❡❝✉rs♦rs ✭❉❍▼ ❛♥❞ ▲❈❉✮ ✭❋✐❣✳ ❙✺✮✳ ❙✉❝❤ ♣♦s✐t✐✈❡

❝♦rr❡❧❛t✐♦♥s ✇❡r❡ ❛❧s♦ s❡❡♥ ❢♦r ♦t❤❡r ♣r♦❞✉❝ts ✭♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✱ ❝②❛♥✐❞✐♥✮ ❛♥❞ t❤❡✐r ♣r❡❝✉rs♦rs ✭❉❍❑

❛♥❞ ▲❈P❀ ❉❍◗ ❛♥❞ ▲❈❈✱ r❡s♣❡❝t✐✈❡❧②✮✳ ❖✈❡r❛❧❧✱ t❤❡s❡ ♣❛tt❡r♥s r❡✈❡❛❧ ❤♦✇ s❡❧❡❝t✐♦♥ ♦♥ ❛ s✐♥❣❧❡

♣❛t❤✇❛② ♣r♦❞✉❝t ❤❛s r❡✈❡r❜❡r❛t✐♥❣ ❡✛❡❝ts ❛❝r♦ss ❛❧❧ ♣r♦❞✉❝ts ❛♥❞ ♣r❡❝✉rs♦rs ❞✉❡ t♦ t❤❡ ❝❤❛♥❣❡s ✐♥

❛♠♦✉♥t ❛♥❞ ❛❝t✐✈✐t② ♦❢ t❤❡✐r s❤❛r❡❞ ❡♥③②♠❡s✳

❉✐s❝✉ss✐♦♥

■♥ t❤✐s st✉❞②✱ ✇❡ ✉s❡❞ ❛ ❝♦♠♣✉t❛t✐♦♥❛❧ ❛♣♣r♦❛❝❤ t♦ ♣r♦❜❡ t❤❡ ❢✉♥❞❛♠❡♥t❛❧ r✉❧❡s ❣♦✈❡r♥✐♥❣ ❡✈♦❧✉✲

t✐♦♥ ♦❢ ✢♦r❛❧ ♣✐❣♠❡♥t❛t✐♦♥✳ ❲❡ ❝♦♥str✉❝t❡❞ ❛ ♠❛t❤❡♠❛t✐❝❛❧ ♠♦❞❡❧ ♦❢ t❤❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ❜✐♦s②♥t❤❡s✐s

♣❛t❤✇❛②✱ ✇❤✐❝❤ ♣r♦❞✉❝❡s ❛ s✉✐t❡ ♦❢ r❡❞✱ ♣✉r♣❧❡✱ ❛♥❞ ❜❧✉❡ ♣✐❣♠❡♥ts✳ ❊✈♦❧✈✐♥❣ t❤✐s ♠♦❞❡❧ ❢r♦♠ ❛♥

✉♥❜✐❛s❡❞ st❛rt✐♥❣ st❛t❡ t♦✇❛r❞ ❛ ❜❧✉❡✲♣✐❣♠❡♥t❡❞ st❛t❡ r❡✈❡❛❧❡❞ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ❝♦♠♣♦♥❡♥ts t❤❛t ❛r❡

❝❛♣❛❜❧❡ ♦❢ s❤✐❢t✐♥❣ ✢✉① ❜❡t✇❡❡♥ ♣✐❣♠❡♥t t②♣❡s✳ ❚❤❡s❡ ❝♦♠♣♦♥❡♥ts✱ ✐♥ ♣❛rt✐❝✉❧❛r t❤❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥
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❛♥❞ ❛❝t✐✈✐t② ♦❢ ❜r❛♥❝❤✐♥❣ ❡♥③②♠❡s✱ ✇❡r❡ ♥♦t ♦♥❧② t❤❡ ♣r✐♠❛r② ♠✉t❛t✐♦♥❛❧ t❛r❣❡ts ✐♥ ♦✉r s✐♠✉❧❛✲

t✐♦♥s✱ ❜✉t ❛❧s♦ ❝♦♥st✐t✉t❡ t❤❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② ❤♦ts♣♦ts ❢♦r tr❛♥s✐t✐♦♥s ❛♠♦♥❣ ✢♦✇❡r ❝♦❧♦r ♣❤❡♥♦t②♣❡s

✐♥ ♥❛t✉r❛❧ s②st❡♠s✳ ❲❡ ❛❧s♦ ♦❜s❡r✈❡❞ str♦♥❣ tr❛❞❡✲♦✛s ✐♥❤❡r❡♥t t♦ t❤❡ ❜r❛♥❝❤❡❞ ♣❛t❤✇❛② t♦♣♦❧♦❣②✱

✇❤✐❝❤ r❡s✉❧t ✐♥ ♣r❡❞✐❝t❛❜❧❡ s❤✐❢ts ✐♥ ♣❛t❤✇❛② ❝♦♥tr♦❧ t❤❛t ❛r❡ ❧✐❦❡❧② t♦ ❝♦♥str❛✐♥ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ♦❢ ✢♦r❛❧

♣✐❣♠❡♥t❛t✐♦♥✳ ❆s ❞✐s❝✉ss❡❞ ❜❡❧♦✇✱ t❤❡s❡ r❡s✉❧ts ❤❛✈❡ ❞✐r❡❝t ✐♠♣❧✐❝❛t✐♦♥s ❢♦r ❝♦♥♥❡❝t✐♥❣ ❝♦❧♦r ♣❤❡✲

♥♦t②♣❡s ✇✐t❤ ♠❡t❛❜♦❧✐❝ ♣❛t❤✇❛② ❢✉♥❝t✐♦♥ ❛♥❞ ❢♦r ✉♥❞❡rst❛♥❞✐♥❣ t❤❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ♦❢ ✢♦✇❡r ❝♦❧♦r ♠♦r❡

❜r♦❛❞❧②✳

■♥tr✐♥s✐❝ ❜✐❛s t♦✇❛r❞ r❡❞ ❝♦❧♦r❛t✐♦♥

❖✉r ♥❛ï✈❡ st❛rt✐♥❣ st❛t❡ ♠♦❞❡❧ ✉♥❝♦✈❡r❡❞ ❛♥ ✐♥❤❡r❡♥t ❜✐❛s t♦✇❛r❞ t❤❡ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ♦❢ r❡❞ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥

♣✐❣♠❡♥ts✱ ❛♥ ✐♥t❡r❡st✐♥❣ ✜♥❞✐♥❣ ❣✐✈❡♥ t❤❛t t❤❡② ❛r❡ ♥♦t t❤❡ ♣r❡❞♦♠✐♥❛♥t ♣✐❣♠❡♥ts ✐♥ ♥❛t✉r❛❧

s②st❡♠s✳ ❙✐♥❝❡ t❤✐s ♥❛ï✈❡ ♠♦❞❡❧ ✇❛s ❜❛s❡❞ ♦♥ ❡q✉❛❧ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ❛♥❞ ❡q✉❛❧ ❦✐♥❡t✐❝ ♣❛r❛♠❡t❡rs

❢♦r ❛❧❧ ❡♥③②♠❡s✱ ✇❡ ✐♥❢❡r t❤❛t t❤❡ t❡♥❞❡♥❝② t♦✇❛r❞s ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ✭❛t ♥❡❛r❧② t✇♦✲❢♦❧❞

t❤❡ ❛♠♦✉♥t ♦❢ t❤❡ ♦t❤❡r t✇♦ ♣✐❣♠❡♥ts✮ r❡❧❛t❡s t♦ t❤❡ t♦♣♦❧♦❣② ♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛②✳ ❙♣❡❝✐✜❝❛❧❧②✱ t❤❡

♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ♦❢ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ r❡q✉✐r❡s ✜✈❡ ❡♥③②♠❛t✐❝ st❡♣s ✇❤✐❧❡ t❤❡ ♦t❤❡rs✱ ❝②❛♥✐❞✐♥ ❛♥❞ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✱

r❡q✉✐r❡ s✐① ❛♥❞ s❡✈❡♥ st❡♣s✱ r❡s♣❡❝t✐✈❡❧②✳ ❚❤✐s t♦♣♦❧♦❣✐❝❛❧ ❜✐❛s r❡s✉❧ts ✐♥ t❤❡ ❡❛r❧② ❛❝❝✉♠✉❧❛t✐♦♥

♦❢ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ ✐♥ t❤❡ t✐♠❡✲❝♦✉rs❡ ♦❢ t❤❡ ♠♦❞❡❧✳ ❈♦♥s✐st❡♥t ✇✐t❤ t❤✐s ♥♦t✐♦♥✱ ❛ s✐♠✐❧❛r ♣❛tt❡r♥ ✐s

♦❜s❡r✈❡❞ ✐♥ t❤❡ ✢❛✈♦♥♦❧s✱ ✇❤❡r❡ t❤❡ ♠♦♥♦✲❤②❞r♦①②❧❛t❡❞ ❝♦✉♥t❡r♣❛rt ♦❢ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ ✭❦❛❡♠♣❢❡r♦❧✮

✐s ♣r♦❞✉❝❡❞ ✐♥ ❣r❡❛t❡r q✉❛♥t✐t✐❡s t❤❛♥ t❤❡ ♦t❤❡r t✇♦ ✢❛✈♦♥♦❧s ✭❋✐❣✳ ✹❞✱❡✮✳

❆❧t❤♦✉❣❤ ✇❡ ❧❛❝❦ ❛♥ ❛♥❣✐♦s♣❡r♠✲✇✐❞❡ ❞❛t❛s❡t ♦♥ ✢♦r❛❧ ♣✐❣♠❡♥ts✱ ♠✉❧t✐♣❧❡ s✉r✈❡②s ✐♥❞✐❝❛t❡

t❤❛t ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ ♣✐❣♠❡♥ts ❛r❡ ❣❡♥❡r❛❧❧② r❛r❡ ❝♦♠♣❛r❡❞ t♦ t❤❡ ♦t❤❡r ❝❧❛ss❡s ♦❢ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥s✳ ❋♦r

❡①❛♠♣❧❡✱ ✐♥ t❤❡✐r s✉r✈❡② ♦❢ ✺✸✵ s♣❡❝✐❡s✱ ❇❡❛❧❡ ❡t ❛❧✳ ✭❇❡❛❧❡ ❡t ❛❧✳ ✶✾✹✶✮ ❡st✐♠❛t❡❞ t❤❡ ♣r♦♣♦rt✐♦♥s

♦❢ t❛①❛ ❝♦♥t❛✐♥✐♥❣ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✱ ❝②❛♥✐❞✐♥✱ ❛♥❞ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✲❜❛s❡❞ ✢♦r❛❧ ♣✐❣♠❡♥ts t♦ ❜❡ 19%✱ 40%✱

❛♥❞ 50%✱ r❡s♣❡❝t✐✈❡❧②✳ ■♥ ❛ ♠♦r❡ ❡①tr❡♠❡ ❡①❛♠♣❧❡✱ st✉❞✐❡s ✐♥ t❤❡ t♦♠❛t♦ ❢❛♠✐❧② s✉❣❣❡st t❤❛t ❛s

❢❡✇ ❛s 0.3% ♦❢ t❤❡ r♦✉❣❤❧② ✷✽✵✵ ❡①t❛♥t s♣❡❝✐❡s ♣r♦❞✉❝❡ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ ✭◆❣ ❛♥❞ ❙♠✐t❤ ✷✵✶✻❜❀ ◆❣

❡t ❛❧✳ ✷✵✶✽✮✳ ❚❤✐s ♣❛tt❡r♥ ✐s ♥♦t ❡❛s✐❧② ❡①♣❧❛✐♥❡❞ ❜② ❣❡♥❡t✐❝ ♠❡❝❤❛♥✐s♠s✱ ❛s t❤❡ ❧♦ss✲♦❢✲❢✉♥❝t✐♦♥

♠✉t❛t✐♦♥s ✇❤✐❝❤ ♦❢t❡♥ ❧❡❛❞ t♦ r❡❞ ✢♦✇❡rs ✭❙♠✐t❤ ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✶❀ ❲❡ss✐♥❣❡r ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✺✮

✇♦✉❧❞ ✐♥st❡❛❞ ❢❛✈♦r ❛♥ ❛❝❝✉♠✉❧❛t✐♦♥ ♦❢ s♣❡❝✐❡s ♣r♦❞✉❝✐♥❣ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✳ ❆ ♠♦r❡ ✈✐❛❜❧❡ ❡①♣❧❛♥❛t✐♦♥

✶✸

.CC-BY-NC-ND 4.0 International licensea
certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is made available under 

The copyright holder for this preprint (which was notthis version posted May 9, 2019. ; https://doi.org/10.1101/511089doi: bioRxiv preprint 

https://doi.org/10.1101/511089
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/


✐s s❡❧❡❝t✐♦♥ ❞r✐✈✐♥❣ s♣❡❝✐❡s ❛✇❛② ❢r♦♠ t❤❡ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✲♣✐❣♠❡♥t❡❞ st❛t❡✱ ♣♦ss✐❜❧② ❞✉❡ t♦ ♣❧❡✐♦tr♦♣✐❝

❡✛❡❝ts ♦♥ t❤❡ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ♦❢ t❤❡ ❞✐❤②❞r♦①②❧❛t❡❞ ✢❛✈♦♥♦❧ q✉❡r❝❡t✐♥✱ ✇❤✐❝❤ ✐s ✐♠♣♦rt❛♥t ❢♦r ❯❱❇

♣r♦t❡❝t✐♦♥ ✭❘②❛♥ ❡t ❛❧✳ ✶✾✾✽✱ ✷✵✵✷✮✳ ❇② ❞❡✈❡❧♦♣✐♥❣ ❛ q✉❛♥t✐t❛t✐✈❡ ♠♦❞❡❧ ❧✐♥❦✐♥❣ ♣❛t❤✇❛② ❢✉♥❝t✐♦♥

t♦ ❜♦t❤ ❝❧❛ss❡s ♦❢ ✢❛✈♦♥♦✐❞s✱ t❤✐s st✉❞② ✇✐❧❧ ♣r♦✈✐❞❡ ♥❡✇ ❛✈❡♥✉❡s ❢♦r t❡st✐♥❣ s✉❝❤ ❤②♣♦t❤❡s❡s ✐♥

❢✉t✉r❡✳

❍♦ts♣♦ts ♦❢ ❝♦❧♦r ❡✈♦❧✉t✐♦♥

❙❤✐❢ts ✐♥ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥✱ ❛♥❞ ✐♥ t✉r♥✱ ✢♦✇❡r ❝♦❧♦r✱ ❛r❡ ❝♦♠♠♦♥❧② ♦❜s❡r✈❡❞ ❛❝r♦ss ❛♥✲

❣✐♦s♣❡r♠s✱ ♠❛❦✐♥❣ t❤❡s❡ tr❛♥s✐t✐♦♥s ❛ ✈❛❧✉❛❜❧❡ s②st❡♠ ❢♦r st✉❞②✐♥❣ t❤❡ ♣r❡❞✐❝t❛❜✐❧✐t② ♦❢ ❡✈♦❧✉t✐♦♥

❛t t❤❡ ♠♦❧❡❝✉❧❛r ❧❡✈❡❧ ✭❙tr❡✐s❢❡❧❞ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✶❀ ❲❡ss✐♥❣❡r ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✷❜✮✳ ❆ ❣r♦✇✐♥❣ s✉✐t❡ ♦❢

st✉❞✐❡s ❤❛s ❡①❛♠✐♥❡❞ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② tr❛♥s✐t✐♦♥s ❜❡t✇❡❡♥ ✢♦✇❡r ❝♦❧♦r♣❤❡♥♦t②♣❡s✱ ❛♥❞ t❤❡s❡ ✐♠♣❧✐❝❛t❡

t✇♦ ❜r❛♥❝❤✐♥❣ ❡♥③②♠❡s✱ ❋✸✬❍ ❛♥❞ ❋✸✬✺✬❍✱ ❛s t❤❡ ❦❡② ♣❧❛②❡rs ❞❡t❡r♠✐♥✐♥❣ t❤❡ t②♣❡ ♦❢ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥

♣r♦❞✉❝❡❞ ✭❉❡s ▼❛r❛✐s ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✵❀ ❙♠✐t❤ ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✶❀ ❙tr❡✐s❢❡❧❞ ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✵✾❜❀

❲❡ss✐♥❣❡r ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✺✮✳ ❋♦r ❡①❛♠♣❧❡✱ t❤❡ ❞♦✇♥r❡❣✉❧❛t✐♦♥ ♦❢ ❋✸✬❤ ✭✇✐t❤ 30✲❢♦❧❞ t♦ 1000✲❢♦❧❞

❧♦✇❡r ❡①♣r❡ss✐♦♥✮ ✇❛s r❡s♣♦♥s✐❜❧❡ ❢♦r ❛ s✇✐t❝❤ ❢r♦♠ ❜❧✉❡ t♦ r❡❞ ♣✐❣♠❡♥t❛t✐♦♥ ✐♥ ❛t ❧❡❛st ❢♦✉r ❡✈♦✲

❧✉t✐♦♥❛r② ❝❛s❡s ✭❲❡ss✐♥❣❡r ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✷❜✱ ✷✵✶✹✮✳ ■♥❞❡❡❞✱ ❛ s✉r✈❡② ♦❢ t❤❡ ❧✐t❡r❛t✉r❡ t♦✲❞❛t❡

✭❚❛❜❧❡ ❙✸✮ r❡✈❡❛❧s t❤❛t ❛❧❧ ✜❢t❡❡♥ ♥❛t✉r❛❧ ❡①❛♠♣❧❡s ♦❢ tr❛♥s✐t✐♦♥s ❜❡t✇❡❡♥ ♣✐❣♠❡♥t t②♣❡s✐♥✈♦❧✈❡❞

❋✸✬❍✱ ❋✸✬✺✬❍ ♦r ❜♦t❤✱ ✇❤✐❧❡ t✇♦ ♦❢ t❤❡s❡ ✐♥✈♦❧✈❡❞ ♠✉t❛t✐♦♥s ✐♥ ❉❋❘ ❛s ✇❡❧❧✳ ▲✐❦❡✇✐s❡ ✜❢t❡❡♥ ♦❢

t❤❡ s❡✈❡♥t❡❡♥ ❡①❛♠♣❧❡s ♦❢ ❡♥❣✐♥❡❡r❡❞ ♣✐❣♠❡♥t❛t✐♦♥ s❤✐❢ts ✐♥✈♦❧✈❡❞ ❋✸✬❍ ❛♥❞✴♦r❋✸✬✺✬❍ ✭❚❛❜❧❡ ❙✸✮✱

♠❛❦✐♥❣ t❤❡s❡t❤❡ ♠❛❥♦r ❣❡♥❡t✐❝ t❛r❣❡ts ❢♦r ❛rt✐✜❝✐❛❧❧② ♠♦❞✐❢②✐♥❣ ✢♦✇❡r ❤✉❡✭❚❛♥❛❦❛ ❨♦s❤✐❦❛③✉ ❛♥❞

❇r✉❣❧✐❡r❛ ❋✐❧✐♣♣❛ ✷✵✶✸✮✳❖✉r ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② s✐♠✉❧❛t✐♦♥s ❢r♦♠ ❛ r❡❞✱ ♠♦st❧② ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ st❛rt✐♥❣✲

st❛t❡ t♦ ❛ ❜❧✉❡✱ ♠♦st❧② ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ❡♥❞✐♥❣✲st❛t❡ r❡❝♦✈❡r❡❞ ❛ s✐♠✐❧❛r t❛r❣❡t✐♥❣ ♦❢ ❝❤❛♥❣❡s t♦ ❋✸✬❍

❛♥❞ ❋✸✬✺✬❍ ✭❋✐❣✳ ✹❡❀ ❚❛❜❧❡ ❙✶❀ ❋✐❣✳ ❙✹✮✳ ▼✉t❛t✐♦♥s ❛t t❤❡s❡ ❧♦❝✐ r❛♥❣❡❞ ❢r♦♠ t❤♦s❡ ❛❧t❡r✐♥❣ ❦✐♥❡t✐❝

♣r♦♣❡rt✐❡s ✭❡♥③②♠❡ ❢✉♥❝t✐♦♥✮ t♦ t❤♦s❡ ❛❧t❡r✐♥❣ ❡♥③②♠❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ✭❛♥❛❧♦❣♦✉s t♦ ❡①♣r❡ss✐♦♥✮ ✭❋✐❣✳

✹❡✱ ❋✐❣✳ ❙✹✮✳ ❲❡ ♦❜s❡r✈❡❞ ❛ ♠❡❛♥ 5.3✲❢♦❧❞ ✐♥❝r❡❛s❡ ✐♥ ❋✸✬❍ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥✱ ✇❤✐❝❤ ❝♦♠❜✐♥❡❞ ✇✐t❤ ❛

♠❡❛♥ 5.3✲❢♦❧❞ ✐♥❝r❡❛s❡ ✐♥ t❤❡ Kcat ❢♦r ❉❍❑ ❛♥❞ ❛ ♠❡❛♥ 1.04✲❢♦❧❞ t✐❣❤t❡♥✐♥❣ ♦❢ t❤❡ KM ❢♦r ❉❍❑✱

②✐❡❧❞❡❞ ❛♥ ♦✈❡r❛❧❧ 29✲❢♦❧❞ ♠❡❛♥ ✐♥❝r❡❛s❡ ✐♥ ❋✸✬❍ ❛❝t✐✈✐t② ✭❋✐❣✳ ✹❀ ❋✐❣✳ ❙✹✮✳ ❈❤❛♥❣❡s ✐♥ ❋✸✬✺✬❍

❛❝t✐✈✐t② ❢♦❧❧♦✇❡❞ ❛ s✐♠✐❧❛r ♣❛tt❡r♥ ✭❋✐❣✳ ✹❀ ❋✐❣✳ ❙✹✮✳ ❚❤❡ ❛❝t✐♦♥ ♦❢ t❤❡s❡ ❣❡♥❡s ❛s ❤♦ts♣♦ts ❢♦r ❝♦❧♦r
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❡✈♦❧✉t✐♦♥ ✐♥ ♥❛t✉r❡ ❛♥❞ ✐♥ ♦✉r s✐♠✉❧❛t✐♦♥s♠❛❦❡s s❡♥s❡ ❜❡❝❛✉s❡✱ ✇❤✐❧❡ t❤❡ ✉♣str❡❛♠ ❧♦❝✐ ❝♦♥tr♦❧ ✢✉①

❛❝r♦ss t❤❡ ❡♥t✐r❡ ♣❛t❤✇❛②✱ ❋✸✬❍ ❛♥❞ ❋✸✬✺✬❍ ❝♦♥tr♦❧ t❤❡ r❡❧❛t✐✈❡ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ♦❢ t❤❡ t❤r❡❡ ♣✐❣♠❡♥t

♣r❡❝✉rs♦rs ✭❉❍❑✱ ❉❍◗✱ ❛♥❞ ❉❍▼✮✳ ❚❤❡ ♣r❡❢❡r❡♥t✐❛❧ ✜①❛t✐♦♥ ♦❢ ♠✉t❛t✐♦♥s ❛t ❋✸✬❍ ❛♥❞ ❋✸✬✺✬❍

✐s ❛❧s♦ ✐♥ ❧✐♥❡ ✇✐t❤ t❤❡♦r❡t✐❝❛❧ ✇♦r❦ s❤♦✇✐♥❣ ❞✐s♣r♦♣♦rt✐♦♥❛t❡ ♦❝❝✉rr❡♥❝❡ ♦❢ ❧❛r❣❡✲❡✛❡❝t ❜❡♥❡✜❝✐❛❧

♠✉t❛t✐♦♥s ❛t ❡♥③②♠❡s ✇✐t❤ t❤❡ ♠♦st ❝♦♥tr♦❧ ✭❋✐❣✳ ✸✱ ✭❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✸✮✮✳ ❖✈❡r❛❧❧✱ t❤❡ str✐❦✐♥❣ s✐♠✐✲

❧❛r✐t② ❜❡t✇❡❡♥ t❤❡s❡ ❡♠♣✐r✐❝❛❧ ❛♥❞ t❤❡♦r❡t✐❝❛❧ st✉❞✐❡s ♣♦✐♥ts t♦ ❛ ♣r❡❞✐❝t❛❜❧❡ r❡❧❛t✐♦♥s❤✐♣ ❜❡t✇❡❡♥

t❤❡ str✉❝t✉r❡ ♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ❛♥❞ ❧♦❝✐ t❤❛t ✉♥❞❡r❧✐❡ ♣❤❡♥♦t②♣✐❝ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ✭❲❡ss✐♥❣❡r ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r

✷✵✶✷❛✮✳

■♥ ❛❞❞✐t✐♦♥ t♦ t❤❡s❡ ♠❛❥♦r s❤✐❢ts ✐♥ ❋✸✬❍ ❛♥❞ ❋✸✬✺✬❍ ❡①♣r❡ss✐♦♥ ❛♥❞ ❢✉♥❝t✐♦♥✱ ✇❡ ❢♦✉♥❞ ✜①❡❞

❝❤❛♥❣❡s ❛t t✇♦ ♦t❤❡r ❧♦❝✐✱ ❉❋❘ ❛♥❞ ❋▲❙✱ ✇❤✐❝❤ ❤❛✈❡ ❜❡❡♥ ✐♠♣❧✐❝❛t❡❞ ❧❡ss ♦❢t❡♥ ✐♥ ♥❛t✉r❛❧ s②st❡♠s

✭❚❛❜❧❡ ❙✸✮✳ ■♥ ❛❝❝♦r❞❛♥❝❡ ✇✐t❤ s❡❧❡❝t✐♦♥ ❢♦r ✐♥❝r❡❛s❡❞ ✢✉① t♦✇❛r❞ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✱ ❉❋❘ ✐♠♣r♦✈❡❞

✐ts ❛❝t✐✈✐t② ♦♥ t❤❡ ♣r❡❝✉rs♦r ✭❉❍▼✮ r♦✉❣❤❧② 4✲❢♦❧❞ ✭♦♥ ❛✈❡r❛❣❡✮ ❞✉r✐♥❣ t❤❡ s✐♠✉❧❛t✐♦♥s✳ ❙✉❝❤ ❛

♠❛t❝❤✐♥❣ ♦❢ ✢✉① t❤r♦✉❣❤ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ✇✐t❤ ❡♥③②♠❡ ❛❝t✐✈✐t② ❤❛s ❜❡❡♥ ❞♦❝✉♠❡♥t❡❞ ✐♥ t❤❡ ■♦❝❤r♦♠❛

s②st❡♠✱ ✇❤❡r❡ ❉❋❘ ❢r♦♠ t❤❡ r❡❞ s♣❡❝✐❡s ♣r❡❢❡rs t❤❡ r❡❞ ♣r❡❝✉rs♦r ❉❍❑ ✇❤✐❧❡ ❉❋❘ ❢r♦♠ t❤❡ ❜❧✉❡

s♣❡❝✐❡s ♣r❡❢❡rs ❉❍▼ ✭❙♠✐t❤ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✸✮✳ ■♥ t❤✐s ❝❛s❡✱ t❤❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ♦❢ ❉❋❘ t♦ tr❛❝❦ t❤❡ ♣r✐♠❛r②

♣r❡❝✉rs♦r ✭❛s ❞❡t❡r♠✐♥❡❞ ❜② ❋✸✬❍ ❛♥❞ ❋✸✬✺✬❍ ❛❝t✐✈✐t②✮ ✇❛s ✐♥t❡r♣r❡t❡❞ ❛s s❡❧❡❝t✐♦♥ ❢♦r ♦♣t✐♠❛❧

♣❛t❤✇❛② ✢✉① ✭❙♠✐t❤ ❛♥❞ ❘❛✉s❤❡r ✷✵✶✶❀ ❙♠✐t❤ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✸✮✳ ❖✉r s✐♠✉❧❛t✐♦♥s ❛❧s♦ r❡❝♦✈❡r❡❞

✜①❡❞ ♠✉t❛t✐♦♥s t❤❛t r❡❞✉❝❡❞ t❤❡ ❛❝t✐✈✐t② ♦❢ ❋▲❙ ❛♥❞ ❞✐r❡❝t❡❞ ✢✉① ❛✇❛② ❢r♦♠ ✢❛✈♦♥♦❧ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥✳

❆❧t❤♦✉❣❤ t❤✐s ❣❡♥❡ ❤❛s ❜❡❡♥ s❤♦✇♥ t♦ ✐♥✢✉❡♥❝❡ ✢♦r❛❧ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ✐♥ ♦♥❡ ❡♠♣✐r✐❝❛❧ ❝❛s❡

✭❨✉❛♥ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✻✮✱ ✐ts ❣❡♥❡r❛❧ ✐♠♣♦rt❛♥❝❡ ❛s ❛ ❧♦❝✉s ♦❢ ❝♦❧♦r ❡✈♦❧✉t✐♦♥ r❡♠❛✐♥s ♣♦♦r❧② ✉♥❞❡rst♦♦❞✳

❊✈♦❧✉t✐♦♥❛r② tr❛❞❡✲♦✛s ✐♥ ❝♦❧♦r ♣r♦❞✉❝t✐♦♥

❖♥❡ ♦❢ t❤❡ ♣r✐♠❛r② ♠♦t✐✈❛t✐♦♥s ❢♦r t❤✐s st✉❞② ✇❛s t♦ ✉♥❞❡rst❛♥❞ ❤♦✇ t❤❡ str✉❝t✉r❡ ♦❢ t❤❡ ❛♥t❤♦✲

❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛② r❡❧❛t❡s t♦ t❤❡ ♣❤❡♥♦t②♣✐❝ s♣❛❝❡ ❢♦r ✢♦✇❡r ❝♦❧♦r ❛♥❞ t❤❡ ♠❡❝❤❛♥✐s♠s ❢♦r ♠♦✈✐♥❣

t❤r♦✉❣❤ t❤❛t s♣❛❝❡✳ Pr❡✈✐♦✉s s✉r✈❡②s ❤❛✈❡ r❡✈❡❛❧❡❞ ❣❛♣s ✐♥ t❤✐s ❝♦❧♦r s♣❛❝❡✱ ✐✳❡✳ ♣❤❡♥♦t②♣❡s t❤❛t ❛r❡

t❤❡♦r❡t✐❝❛❧❧② ♣♦ss✐❜❧❡ ❜✉t ♥♦t ♦❜s❡r✈❡❞ ✐♥ ♥❛t✉r❡ ✭◆❣ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✽✮✳ ❋♦r ❡①❛♠♣❧❡✱ ♠♦st t❛①❛ ♣r♦❞✉❝❡

♣r✐♠❛r✐❧② ❛ s✐♥❣❧❡ t②♣❡ ♦❢ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥✱ ❛♥❞ ♦❢ t❤♦s❡ t❤❛t ♣r♦❞✉❝❡ t✇♦ t②♣❡s✱ ♥♦♥❡ ✐♥❝❧✉❞❡ t❤❡ t✇♦

❡①tr❡♠❡s ♦❢ t❤❡ ❤②❞r♦①②❧❛t✐♦♥ s♣❡❝tr✉♠ ✭♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ ♣❧✉s ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✮✳ ❖♥❡ ❡①♣❧❛♥❛t✐♦♥ ❢♦r t❤❡s❡
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❝♦♠♣❧❡① ♣❛tt❡r♥s ✐s t❤❡ ♣r❡s❡♥❝❡ ♦❢ tr❛❞❡✲♦✛s✱ ✇❤✐❝❤ ❝♦✉❧❞ ❝♦♥str❛✐♥ t❤❡ ❝♦✉rs❡ ♦❢ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ✭❈❤❡s✲

♠♦r❡ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✻❀ ❲❛❣♥❡r ❛♥❞ ▲②♥❝❤ ✷✵✵✽✮✳ ❖✉r st✉❞② t♦♦❦ t❤❡ ✜rst st❡♣ t♦✇❛r❞ ♠♦❞❡❧✐♥❣ t❤❡s❡

tr❛❞❡✲♦✛s ❜② tr❛❝❦✐♥❣ t❤❡ ❝❤❛♥❣❡s ✐♥ ♣❛t❤✇❛② ❢✉♥❝t✐♦♥ ❛♥❞ ♦✉t♣✉t ❞✉r✐♥❣ ❛♥ ❛❞❛♣t✐✈❡ ✇❛❧❦✳ ❚❤❡s❡

s✐♠✉❧❛t✐♦♥s ✉♥❝♦✈❡r❡❞ s✐❣♥✐✜❝❛♥t ❵r✐♣♣❧❡ ❡✛❡❝ts✬ ♦❢ s❡❧❡❝t✐♦♥ ❢♦r ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✱ ✇❤✐❝❤ ✇❡r❡ ❝❧♦s❡❧② t✐❡❞

t♦ ♣❛t❤✇❛② str✉❝t✉r❡✳ ❋♦r ❡①❛♠♣❧❡✱ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ t♦✇❛r❞s t❤❡ ❜❧✉❡ st❛t❡ ♥❡❣❛t✐✈❡❧② ❛✛❡❝t❡❞ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥

♦❢ t❤❡ ♦t❤❡r ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥s✱ ❜✉t t❤❡ ❞❡❝r❡❛s❡ ✇❛s str♦♥❣❡r ❢♦r t❤❡ r❡❞ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ ♣✐❣♠❡♥ts✳ ❚❤✐s

♣❛tt❡r♥ ✐s ♣r❡❞✐❝t❡❞ ❜❛s❡❞ ♦♥ t❤❡ ❢❛❝t t❤❛t ✢✉① t♦✇❛r❞ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ r❡q✉✐r❡❞ ❤✐❣❤❡r ❛❝t✐✈✐t② ♦❢ ❋✸✬❍

❛♥❞ ❋✸✬✺✬❍✱ s❛♣♣✐♥❣ t❤❡ ❉❍❑ ♣r❡❝✉rs♦r ❢♦r ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✳ ❚❤❡s❡ t②♣❡s ♦❢ tr❛❞❡✲♦✛s ❝♦✉❧❞ ❛❝❝♦✉♥t

❢♦r t❤❡ ❢♦❝✉s✐♥❣ ♦❢ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥ ♦♥t♦ ♦♥❡ ♦r t✇♦ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥s ❛s ✇❡❧❧ ❛s t❤❡ ✐♥❛❝❝❡ss✐❜✐❧✐t② ♦❢ ❛ ♣❤❡✲

♥♦t②♣❡ ❝♦♠♣r✐s✐♥❣ t❤❡ t✇♦ ❡①tr❡♠❡s ✭♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ ♣❧✉s ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✮✳ ◆♦♥❡t❤❡❧❡ss✱ ✐♥ r❡❛❝❤✐♥❣ 90%

❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥✱ ✇❡ ❞✐❞ ♥♦t ♦❜s❡r✈❡ t❤❡ ❝♦♠♣❧❡t❡ ❧♦ss ♦❢ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥ ❛s ✐s s❡❡♥ ✐♥ ♥❛t✉r❡

✭◆❣ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✽✮✳ ❚❤✐s ❞✐s❝♦r❞ ♠❛② r❡✢❡❝t s❡✈❡r❛❧ ❢❛❝t♦rs t❤❛t ❛r❡ ♥♦t ✐♥❝♦r♣♦r❛t❡❞ ✐♥t♦ ♦✉r s✐♠♣❧❡

♠♦❞❡❧✱ s✉❝❤ ❛s t❤❡ ❝♦✲r❡❣✉❧❛t✐♦♥ ♦❢ ♣❛t❤✇❛② ❡♥③②♠❡s ❜② s❤❛r❡❞ tr❛♥s❝r✐♣t✐♦♥ ❢❛❝t♦rs ✭❆❧❜❡rt ❡t ❛❧✳

✷✵✶✹❀ ▼♦❧ ❡t ❛❧✳ ✶✾✾✽✮✳

❈♦♥❝❧✉s✐♦♥s

❚❤✐s st✉❞② ♣r♦✈✐❞❡s ✐♥❞❡♣❡♥❞❡♥t s✉♣♣♦rt ❢♦r ✐♥✢✉❡♥❝❡ ♦❢ ♣❛t❤✇❛② t♦♣♦❧♦❣② ♦♥ t❤❡ ❞✐str✐❜✉t✐♦♥

♦❢ ❢✉♥❝t✐♦♥❛❧ ♠✉t❛t✐♦♥s ❢♦r ❡✈♦❧✈✐♥❣ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣✐❣♠❡♥t❛t✐♦♥✳ ❲❡ ❡♥✈✐s✐♦♥ t❤❛t ♦✉r ♠♦❞❡❧ ✇✐❧❧

❜❡ ✈❛❧✉❛❜❧❡ ❢♦r ❜❛s✐❝ r❡s❡❛r❝❤ ❛✐♠❡❞ ❛t ✉♥❞❡rst❛♥❞✐♥❣ ❤♦✇ s❡❧❡❝t✐♦♥ ❛❝ts ♦♥ ❝♦♠♣❧❡① tr❛✐ts ❛s

✇❡❧❧ ❛s ❛♣♣❧✐❡❞ ✇♦r❦ ❢♦❝✉s❡❞ ♦♥ ✢♦✇❡r ♣✐❣♠❡♥t❛t✐♦♥ ✭❙❛s❛❦✐ ❛♥❞ ◆❛❦❛②❛♠❛ ✷✵✶✺❀ ❙❤✐♠❛❞❛ ❡t ❛❧✳

✷✵✵✶✮ ♦r ♦t❤❡r ♣❤❡♥♦t②♣❡s ❝♦♥tr♦❧❧❡❞ ❜② ♠❡t❛❜♦❧✐❝ ♣❛t❤✇❛②s✳ ❲❡ ♥♦t❡ t❤❛t t❤❡ ❜❛s✐❝ ❝♦♠♣✉t❛t✐♦♥❛❧

❛♣♣r♦❛❝❤ ❞❡✈❡❧♦♣❡❞ ❤❡r❡ ❝♦✉❧❞ ❜❡ ❛♣♣❧✐❡❞ t♦ ❛♥② ❡♥③②♠❛t✐❝ ♣❛t❤✇❛②✱ ♦♣❡♥✐♥❣ t❤❡ ❞♦♦r t♦ ❛ ❜r♦❛❞❡r

❡①♣❧♦r❛t✐♦♥ ♦❢ ❤♦✇ t❤❡ ❡❧❡♠❡♥ts ♦❢ ♣❛t❤✇❛② t♦♣♦❧♦❣② ✭❡✳❣✳✱ ❧❡♥❣t❤✱ ❞❡❣r❡❡ ♦❢ ❜r❛♥❝❤✐♥❣✮ ✐♥✢✉❡♥❝❡

t❤❡ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② ♣r♦❝❡ss✳ ■t ✐s ❛❧s♦ str❛✐❣❤t❢♦r✇❛r❞ t♦ ❡①♣❛♥❞ t❤❡ ♠♦❞❡❧ t♦ ✐♥❝❧✉❞❡ r❡✈❡rs✐❜❧❡

r❡❛❝t✐♦♥s✱ ♠✉❧t✐♣❧❡ ❵❝♦♥t❛✐♥❡rs✬ ✭❝❡❧❧✉❧❛r ❝♦♠♣❛rt♠❡♥ts✮✱ ♣❧❡✐♦tr♦♣✐❝ ♠✉t❛t✐♦♥s✱ ❝♦♠♣❧❡① s❡❧❡❝t✐✈❡

♦♣t✐♠❛ ❛♥❞ ♦t❤❡r ❢❡❛t✉r❡s ❝♦♠♠♦♥ ✐♥ ❜✐♦❧♦❣✐❝❛❧ s②st❡♠s✳ ■♥ t❤❡ ❝❛s❡ ♦❢ t❤❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛②✱

♦✉r ♦♥❣♦✐♥❣ ❛♥❞ ❢✉t✉r❡ r❡s❡❛r❝❤ ❛✐♠s t♦ ❝♦♥♥❡❝t t❤✐s ❝♦♠♣✉t❛t✐♦♥❛❧ ♠♦❞❡❧ ✇✐t❤ ✐♥ ✈✐✈♦ ❛❝t✐✈✐t②
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♦❢ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ❛♥❞ ♦r❣❛♥✐s♠❛❧ ♣❤❡♥♦t②♣❡s✱ ✇✐t❤ t❤❡ ✉❧t✐♠❛t❡ ❣♦❛❧ ♦❢ ✉♥❞❡rst❛♥❞✐♥❣ ❤♦✇ t❤❡s❡

♠♦❧❡❝✉❧❛r ♠❡❝❤❛♥✐s♠s ✐♥t❡r❛❝t ✇✐t❤ s❡❧❡❝t✐♦♥ ✐♥ s❤❛♣✐♥❣ ♣❤❡♥♦t②♣✐❝ ❞✐✈❡rs✐t②✳

❆❝❦♥♦✇❧❡❞❣♠❡♥ts

❲❡ t❤❛♥❦ ♠❡♠❜❡rs ♦❢ t❤❡ ❙♠✐t❤ ❧❛❜ ❢♦r ✉s❡❢✉❧ ❝♦♥✈❡rs❛t✐♦♥s r❡❣❛r❞✐♥❣ ✐♠♣❧❡♠❡♥t❛t✐♦♥ ❛♥❞ ✐♥t❡r✲

♣r❡t❛t✐♦♥ ♦❢ ♦✉r ❝♦♠♣✉t❛t✐♦♥❛❧ ♠♦❞❡❧✳ ❲❡ t❤❛♥❦ ❏❛❝♦❜ ❙t❛♥❧❡② ❛♥❞ ❘✉t❡♥❞♦ ❙✐❣❛✉❦❡ ✐♥ t❤❡ ❉♦✇❡❧❧

❣r♦✉♣ ❛t ❈❯ ❇♦✉❧❞❡r ❢♦r ❤❡❧♣❢✉❧ ❝♦♥✈❡rs❛t✐♦♥s r❡❣❛r❞✐♥❣ ❞❡✈❡❧♦♣♠❡♥t ♦❢ t❤❡ s✐♠✉❧❛t✐♦♥ ❢r❛♠❡✇♦r❦

❛♥❞ ❛♣♣r♦♣r✐❛t❡ ✐♠♣❧❡♠❡♥t❛t✐♦♥ ♦❢ t❤❡ s✉❜s❡q✉❡♥t ❛♥❛❧②s❡s✳ ❲❡ ❛❧s♦ t❤❛♥❦ ❇♦s✇❡❧❧ ❲✐♥❣✱ ❙❡❜❛st✐❛♥

❑♦♣❢✱ ❛♥❞ t❤❡ ♦t❤❡r ♠❡♠❜❡rs ♦❢ t❤❡ ❈❯ ❇♦✉❧❞❡r ●❡♦❜✐♦❧♦❣② ❙✉♣❡r ●r♦✉♣ ❢♦r t❤❡✐r ❤❡❧♣❢✉❧ ❢❡❡❞❜❛❝❦✳

❋✐♥❛❧❧②✱ ✇❡ t❤❛♥❦ ❍❡r❜❡t ❙❛✉r♦✱ ❑✐r✐ ❈❤♦✐✱ ❛♥❞ ❑②❧❡ ▼❡❞❧❡② ❢r♦♠ t❤❡ ❯♥✐✈❡rs✐t② ♦❢ ❲❛s❤✐♥❣t♦♥ ❢♦r

t❤❡✐r ♣r♦♠♣t ❛ss✐st❛♥❝❡ ✇✐t❤ ✉s✐♥❣ t❤❡ ❚❡❧❧✉r✐✉♠ ❧✐❜r❛r②✳ ❚❤✐s ✇♦r❦ ✉t✐❧✐③❡❞ t❤❡ ❘▼❆❈❈ ❙✉♠♠✐t

s✉♣❡r❝♦♠♣✉t❡r✱ ✇❤✐❝❤ ✐s s✉♣♣♦rt❡❞ ❜② t❤❡ ◆❛t✐♦♥❛❧ ❙❝✐❡♥❝❡ ❋♦✉♥❞❛t✐♦♥ ✭❛✇❛r❞s ❆❈■✲✶✺✸✷✷✸✺ ❛♥❞

❆❈■✲✶✺✸✷✷✸✻✮✱ t❤❡ ❯♥✐✈❡rs✐t② ♦❢ ❈♦❧♦r❛❞♦ ❇♦✉❧❞❡r✱ ❛♥❞ ❈♦❧♦r❛❞♦ ❙t❛t❡ ❯♥✐✈❡rs✐t②✳ ❚❤❡ ❙✉♠♠✐t

s✉♣❡r❝♦♠♣✉t❡r ✐s ❛ ❥♦✐♥t ❡✛♦rt ♦❢ t❤❡ ❯♥✐✈❡rs✐t② ♦❢ ❈♦❧♦r❛❞♦ ❇♦✉❧❞❡r ❛♥❞ ❈♦❧♦r❛❞♦ ❙t❛t❡ ❯♥✐✈❡rs✐t②✳

❋✉♥❞✐♥❣

❚❤✐s ✇♦r❦ ✇❛s ❢✉♥❞❡❞ ❜② ◆❙❋✲❉❊❇ ✶✺✺✸✶✶✹✳ ❚❤❡ ❢✉♥❞❡rs ❤❛❞ ♥♦ r♦❧❡ ✐♥ st✉❞② ❞❡s✐❣♥✱ ❞❛t❛

❝♦❧❧❡❝t✐♦♥ ❛♥❞ ❛♥❛❧②s✐s✱ ❞❡❝✐s✐♦♥ t♦ ♣✉❜❧✐s❤✱ ♦r ♣r❡♣❛r❛t✐♦♥ ♦❢ t❤❡ ♠❛♥✉s❝r✐♣t✳

❆✈❛✐❧❛❜✐❧✐t② ♦❢ ❞❛t❛ ❛♥❞ ♠❛t❡r✐❛❧s

❚❤❡ ♣②t❤♦♥ ❧✐❜r❛r② ❡♥③♦✱ ✐s ❛✈❛✐❧❛❜❧❡ ♦♥ ❣✐t❤✉❜ ✭❤tt♣s✿✴✴❣✐t❤✉❜✳❝♦♠✴❧❝✇❤❡❡❧❡r✴❡♥③♦✮✳ ❚❤❡ r❛✇

s✐♠✉❧❛t❡❞ ❞❛t❛s❡t ✭✏✇❤❡❡❧❡r✲s♠✐t❤✲s✐♠✉❧❛t❡❞✲❞❛t❛s❡t✳♣✑✮ ❝❛♥ ❜❡ ❢♦✉♥❞ ❛❧♦♥❣ ✇✐t❤ ♦t❤❡r ♠❛t❡r✐❛❧s ♦♥

t❤❡ ❩❡♥♦❞♦ ♦♥❧✐♥❡ r❡♣♦s✐t♦r② ✭❤tt♣s✿✴✴③❡♥♦❞♦✳♦r❣✴r❡❝♦r❞✴✷✻✶✶✼✸✾★✳❳❏✈❖✇◆✲❨❯✽♦✮✳ ❆❞❞✐t✐♦♥❛❧

❞❡t❛✐❧s ❛r❡ ❛✈❛✐❧❛❜❧❡ ✐♥ t❤❡ s✉♣♣❧❡♠❡♥t❛❧ t❡①t✳
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❋✐❣ ✶✳ ❉✐❛❣r❛♠ ♦❢ t❤❡ s✐♠♣❧✐✜❡❞ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ♣❛t❤✇❛② ♠♦❞❡❧✳ ❚❤❡ s✐♠♣❧✐✜❡❞ ♠♦❞❡❧
✐s ❞❡♣✐❝t❡❞ ❛s ❛♥ ❡♥③②♠❡✲❝❡♥tr✐❝ ♣❛t❤✇❛② ❞✐❛❣r❛♠✱ ✐♥❝❧✉❞✐♥❣ t❤❡ ❦❡② ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥ ❛♥❞ ✢❛✈♦♥♦❧
❜r❛♥❝❤❡s ✭s❡❡ ❋✐❣✳ ❙✶ ❢♦r ❝❧❛ss✐❝❛❧ s✉❜str❛t❡✲❝❡♥tr✐❝ ❞✐❛❣r❛♠✮✳ ●r❡② ❝✐r❝❧❡s ❛r❡ ❡♥③②♠❡s✳ ❆rr♦✇s
✐♥❞✐❝❛t❡ ✐♥✢✉① ❛♥❞ ♦✉t✢✉① ♦❢ ✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s✳ ❆rr♦✇ ♣❧❛❝❡♠❡♥t ✐♥❞✐❝❛t❡s t❤❡ ❧✐♥❦❛❣❡✿ ❡✳❣✳ ❉❍▼
t♦ ▲❈❉ t♦ ❞❡❧✳ ❇❧✉❡ ❛rr♦✇s ❧❡❛❞ t♦ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✱ r❡❞ ❛rr♦✇s ❧❡❛❞ t♦ ♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✱ ♣✉r♣❧❡ ❛rr♦✇s
❧❡❛❞ t♦ ❝②❛♥✐❞✐♥✳ ■♥s❡t s❤♦✇s ❣❡♥❡r❛❧ ❢♦r♠ ♦❢ t❤❡ ✐rr❡✈❡rs✐❜❧❡ r❛t❡ ❧❛✇ ✭❛❝❝♦✉♥t✐♥❣ ❢♦r s✉❜str❛t❡
❝♦♠♣❡t✐t✐♦♥✮✿ S1 ✐s ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ♦❢ s✉❜str❛t❡ ✶✱ Kcat,1 ✐s t❤❡ ❝❛t❛❧②t✐❝ ❝♦♥st❛♥t ✭t✉r♥♦✈❡r r❛t❡✮ ❢♦r
s✉❜str❛t❡ ✶✱ KM,1 ✐s t❤❡ ▼✐❝❤❛❡❧✐s ❝♦♥st❛♥t ❢♦r s✉❜str❛t❡ ✶✱ t❤❡ s✉♠ ✐s ♦✈❡r ❛❧❧ ♦t❤❡r KM ✈❛❧✉❡s ❛♥❞
❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ❢♦r ❝♦♠♣❡t✐♥❣ s✉❜str❛t❡s ✭❙❝❤ä✉❜❧❡ ❡t ❛❧✳ ✷✵✶✸✮✳ ❆ ❝♦♠♣❧❡t❡ s❡t ♦❢ r❛t❡ ❧❛✇s ❢♦r ❛❧❧
♣❛t❤✇❛② r❡❛❝t✐♦♥s ❛r❡ ❛✈❛✐❧❛❜❧❡ ✐♥ t❤❡ s✉♣♣❧❡♠❡♥t❛❧ t❡①t✳ ❋❧♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s ❛❜❜r❡✈✐❛t✐♦♥s ❛r❡✿ P❈♦❆
✭P✲❈♦✉♠❛r♦②❧✲❈♦❆✮✱ ❝❤❛ ✭❝❤❛❧❝♦♥❡✮✱ ♥❛r ✭♥❛r✐♥❣❡♥✐♥✮✱ ❉❍❑ ✭❞✐❤②❞r♦❦❛♠♣❢❡r♦❧✮✱ ❉❍◗ ✭❞✐❤②❞r♦✲
q✉❡r❝❡t✐♥✮✱ ❉❍▼ ✭❞✐❤②❞r♦♠②r✐❝❡t✐♥✮✱ q✉❡ ✭q✉❡r❝❡t✐♥✮✱ ❦❛♠ ✭❦❛♠♣❢❡r♦❧✮✱ ♠②r ✭♠②r✐❝❡t✐♥✮✱ ▲❈❉ ✭❧❡✉✲
❝♦♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✮✱ ▲❈❈ ✭❧❡✉❝♦❝②❛♥✐❞✐♥✮✱ ▲❈❉ ✭❧❡✉❝♦❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✮✱ ♣❡❧ ✭♣❡❧❛r❣♦♥✐❞✐♥✮✱ ❝②❛ ✭❝②❛♥✐❞✐♥✮✱
❞❡❧ ✭❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✮✳ ❉❡❧✱ ❝②❛✱ ❛♥❞ ♣❡❧ ❛r❡ t❤❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐❞✐♥s✱ ✇❤✐❝❤ ❛r❡ ❣❧②❝♦s②❧❛t❡❞ t♦ ❢♦r♠ t❤❡ ✈❛r✐✲
♦✉s ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥s✳ ❑❛♠✱ q✉❡✱ ❛♥❞ ♠②r ❛r❡ t❤❡ ✢❛✈♦♥♦❧s✳ ❊♥③②♠❡ ❛❜❜r❡✈✐❛t✐♦♥s ❛r❡✿ ❈❍❙ ✭❝❤❛❧❝♦♥❡
s②♥t❤❛s❡✮✱ ❈❍■ ✭❝❤❛❧❝♦♥❡ ✐s♦♠❡r❛s❡✮✱ ❋✸❍ ✭✢❛✈❛♥♦♥❡✲✸✲❤②❞r♦①②❧❛s❡✮✱ ❋✸✬❍ ✭✢❛✈♦♥♦❧✲✸✬❤②❞r♦①②❧❛s❡✮✱
❋✸✬✺✬❍ ✭✢❛✈♦♥♦✐❞✲✸✬✺✬❤②❞r♦①②❧❛s❡✮✱ ❉❋❘ ✭❞✐❤②r♦✢❛✈♦♥♦❧✲✹✲r❡❞✉❝t❛s❡✮✱ ❋▲❙ ✭✢❛✈♦♥♦❧ s②♥t❤❛s❡✮✱ ❆◆❙
✭❛♥t❤♦❝②❛♥✐❞✐♥ s②♥t❤❛s❡✮✳ ❚❤❡ s✉✐t❡ ♦❢ ❣❧②❝♦s②❧❛t✐♥❣ ❛♥❞ ♠❡t❤②❧❛t✐♥❣ ❡♥②③♠❡s ✭❡✳❣✳ ❯❋✸●❚✱ ❘❚✱
❖▼❚✱ ✭❲✐♥❦❡❧✲❙❤✐r❧❡② ✷✵✵✶✮✮ t❤❛t ❝♦♥✈❡rt t❤❡ ❝♦r❡ t❤r❡❡ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐❞✐♥s ✭s❤♦✇♥✮ ✐♥t♦ t❤❡ ✇✐❞❡
r❛♥❣❡ ♦❢ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥s ❛r❡ ♥♦t ✐♥❝❧✉❞❡❞✱ ❢♦r s✐♠♣❧✐❝✐t②✳
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❋✐❣ ✷✳ ❑✐♥❡t✐❝ ❜❡❤❛✈✐♦r ♦❢ t❤❡ ♥❛ï✈❡ st❛rt✐♥❣ st❛t❡ ♠♦❞❡❧✳ ❛✮ t✐♠❡✲❝♦✉rs❡ s✐♠✉❧❛t✐♦♥
♦❢ t❤❡ ♠♦❞❡❧ s❤♦✇✐♥❣ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐❞✐♥ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ♦✈❡r t✐♠❡✿ ♣❡❧❛r❣♦♥❞✐♥ ✭r❡❞❀ ❤✐❣❤❡st s❛t✉r❛t✐♦♥
❝✉r✈❡✮✱ ❝②❛♥✐❞✐♥ ✭♣✉r♣❧❡❀ ♠✐❞❞❧❡ s❛t✉r❛t✐♦♥ ❝✉r✈❡✮✱ ❛♥❞ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ✭❜❧✉❡❀ ❧♦✇❡st s❛t✉r❛t✐♦♥ ❝✉r✈❡✮✳
❜✮ ❙t❡❛❞② st❛t❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ♦❢ ❡❛❝❤ ✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s ✐♥ t❤❡ ♥❛ï✈❡ ♠♦❞❡❧✳ ❚❤❡ ✐♥t❡r♠❡❞✐❛t❡ ✢♦❛t✐♥❣
s♣❡❝✐❡s ✭❡✳❣✳ ♥❛r ❛♥❞ ❉❍▼✮ ❤❛✈❡ ❛ ♥❡❣❧✐❣✐❜❧❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ❛t st❡❛❞② st❛t❡✳
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❋✐❣ ✸✳ P❛t❤✇❛② ❝♦♥tr♦❧ s❤✐❢ts t♦ ❛❝❤✐❡✈❡ ❛ ❜✐❛s t♦✇❛r❞ t❤❡ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ❜r❛♥❝❤✳ ❛✮
❍❡❛t♠❛♣ ♦❢ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ❝♦♥tr♦❧ ❝♦❡✣❝✐❡♥ts ❢♦r ❛❧❧ ♣❛t❤✇❛② r❡❛❝t✐♦♥s ✭❡①❝❡♣t ❢♦r ✏s✐♥❦s✑ ❛t ❜♦✉♥❞✲
❛r② ❝♦♥❞✐t✐♦♥s✮ ✐♥ t❤❡ ♥❛ï✈❡ st❛rt✐♥❣ st❛t❡ ♠♦❞❡❧✳ ❜✮ ❍❡❛t♠❛♣ ♦❢ ❡❧❛st✐❝✐t② ♠❛tr✐① ❢♦r ❛❧❧ ♣❛t❤✇❛②
r❡❛❝t✐♦♥s ✭❡①❝❡♣t ❢♦r ❞✐✛✉s✐♦♥ ✏s✐♥❦s✑ ❛t ❜♦✉♥❞❛r✐❡s✮ ✐♥ t❤❡ ♥❛ï✈❡s st❛rt✐♥❣ st❛t❡ ♠♦❞❡❧✳ ❝✮ ▼❡❞✐❛♥
♦♣t✐♠❛❧ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥ ❝♦♥tr♦❧ ❝♦❡✣❝✐❡♥t ♠❛tr✐①✱ t❛❦❡♥ ♦✈❡r ❛❧❧ ✾✱✾✽✺ s✐♠✉❧❛t✐♦♥s✳ ❞✮ ❍❡❛t♠❛♣ ♦❢
♠❡❞✐❛♥ ♦♣t✐♠❛❧ ❡❧❛st✐❝✐t② ❝♦❡✣❝✐❡♥t ♠❛tr✐①✱ t❛❦❡♥ ♦✈❡r ❛❧❧ ✾✱✾✽✺ s✐♠✉❧❛t✐♦♥s✳ ❡✮ ❉✐✛❡r❡♥❝❡ ❜❡t✇❡❡♥
t❤❡ t✇♦ ❝♦♥tr♦❧ ❝♦❡✣❝✐❡♥t ♠❛tr✐❝❡s ✭♠❡❞✐❛♥ ♦♣t✐♠❛❧ ❡♥❞✲st❛t❡ ♠❛tr✐①♠✐♥✉s st❛rt✐♥❣✲st❛t❡ ♠❛tr✐①✮✳
❢✮ ❉✐✛❡r❡♥❝❡ ❜❡t✇❡❡♥ t❤❡ t✇♦ ❡❧❛st✐❝✐✐t② ♠❛tr✐❝❡s ✭♠❡❞✐❛♥ ♦♣t✐♠❛❧ ❡♥❞✲st❛t❡ ♠❛tr✐① ♠✐♥✉s st❛rt✐♥❣
st❛t❡ ♠❛tr✐①✮✳ ■♥ ❤❡❛t♠❛♣s✱ ❛❜❜r❡✈✐❛t❡❞ ✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s ✐❞❡♥t✐✜❡rs ❛r❡ ✉s❡❞ ❢♦r ❡❛❝❤ ✉♥✐q✉❡ ✢♦❛t✐♥❣
s♣❡❝✐❡s ✐♥ t❤❡ ♠♦❞❡❧ ✭s❡❡ ❋✐❣✳ ✶✮✳ ❊❛❝❤ ✉♥✐q✉❡ r❡❛❝t✐♦♥ ✐♥ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ♠♦❞❡❧ ✐s ❞❡♥♦t❡❞ ✉s✐♥❣ t❤❡
❢♦r♠❛t ✏❊♥③②♠❡✭✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s✮✑✱ ❢♦r ❡①❛♠♣❧❡ ❆◆❙✭▲❈❉✮ r❡♣r❡s❡♥ts t❤❡ r❡❛❝t✐♦♥ r❡s✉❧t✐♥❣ ❢r♦♠
❆◆❙ ❛❝t✐♥❣ ♦♥ ▲❈❉ ❛s ❛ s✉❜tr❛t❡✳ ❋♦r ❞✐✛❡r❡♥❝❡ ♠❛tr✐❝❡s✿ ♣✉r♣❧❡ ✐♥❞✐❝❛t❡s ❛ ♥❡❣❛t✐✈❡ s❤✐❢t ✐♥
❝♦♥tr♦❧ ❛♥❞ ❣r❡❡♥ ✐♥❞✐❝❛t❡s ❛ ♣♦s✐t✐✈❡ s❤✐❢t✳

✸✵

.CC-BY-NC-ND 4.0 International licensea
certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is made available under 

The copyright holder for this preprint (which was notthis version posted May 9, 2019. ; https://doi.org/10.1101/511089doi: bioRxiv preprint 

https://doi.org/10.1101/511089
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/


❋✐❣ ✹✳ ❙✐♠✉❧❛t❡❞ ❡✈♦❧✉t✐♦♥ ♦❢ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥ ♣r♦❞✉❝t✐♦♥✳ ❛✮ ❚r❛❥❡❝t♦r✐❡s t❤r♦✉❣❤ ❞❡❧♣❤✐♥✐✲
❞✐♥ s♣❛❝❡✳ ❉❛r❦ ❜❧✉❡ ❧✐♥❡ s❤♦✇s ♠❡❛♥ tr❛❥❡❝t♦r②✱ ❛✈❡r❛❣❡❞ ❛❝r♦ss ❛❧❧ ✾✱✾✽✺ s✐♠✉❧❛t✐♦♥s✳ ❙❤❛❞❡❞
❜❧✉❡ ❛r❡❛ s❤♦✇s ❡♥✈❡❧♦♣❡ ❝♦♥t❛✐♥✐♥❣ 95% ♦❢ tr❛❥❡❝t♦r✐❡s✳ ❚♦♣ ❧✐♠✐t ✐s ♠❛①✐♠✉♠ ✈❛❧✉❡ ❛t ❡❛❝❤ st❡♣✱
❜♦tt♦♠ ❧✐♠✐t ✐s ♠✐♥✐♠✉♠ ✈❛❧✉❡✳ ❜✮ ❉✐str✐❜✉t✐♦♥s ♦❢ ♦♣t✐♠❛❧ ✭❡♥❞✲♣♦✐♥t✮ st❡❛❞② st❛t❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s
❢♦r ❡❛❝❤ ✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s ✐♥ t❤❡ ♠♦❞❡❧ s❤♦✇♥ ❛s ❛ ❜♦①❡♥♣❧♦t✳ ❝✮ ❉✐str✐❜✉t✐♦♥ ♦❢ s✐♠✉❧❛t❡❞ tr❛❥❡❝t♦r②
❧❡♥❣t❤s ✭♠❡❞✐❛♥ ❧❡♥❣t❤ ✐s ✾ st❡♣s✮✳ ❞✮ ■♥s❡t s❤♦✇s ♦✉t❧✐♥❡ ♦❢ t❤❡ st❛rt✐♥❣ st❛t❡ ♠♦❞❡❧✱ ✐♥ ✇❤✐❝❤ ❛❧❧
♣❛r❛♠❡t❡rs ♦❢ ❛ ❣✐✈❡♥ t②♣❡ ❛r❡ ❡q✉❛❧ ✭s❡❡ ♠❡t❤♦❞s✮✳ ❡✮ ❚❤❡ ♠❡❛♥ ✈❛❧✉❡s ❢♦r t❤❡ ♠♦❞❡❧ ♣❛r❛♠❡t❡rs
❢r♦♠ ❛❧❧ ❞❡❧♣❤✐♥✐❞✐♥✲♦♣t✐♠✐③❡❞ ❡♥❞ ♣♦✐♥ts ❛r❡ s❤♦✇♥ ♦♥ t❤❡ ♣❛t❤✇❛② ❞✐❛❣r❛♠✳ ❊♥③②♠❡ ❝✐r❝❧❡ s✐③❡
✐s ♣r♦♣♦rt✐♦♥❛❧ t♦ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥✳ ❆rr♦✇ ❧✐♥❡ t❤✐❝❦♥❡ss ✐s ♣r♦♣♦rt✐♦♥❛❧ t♦ ♠❡❛♥ Kcat/KM ✳ ❚❤❡ ❛r❡❛
♦❢ sq✉❛r❡s ❛t t❤❡ ❡♥❞ ♦❢ ❜r❛♥❝❤❡s ❛r❡ ♣r♦♣♦rt✐♦♥❛❧ t♦ st❡❛❞② st❛t❡ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ♦❢ t❤❡ ✐♥❞✐❝❛t❡❞
✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s ♣r♦❞✉❝❡❞ ❜② ❛ ♠♦❞❡❧ ✐♥✐t✐❛❧✐③❡❞ ✇✐t❤ ♠❡❛♥ ♣❛r❛♠❡t❡r ✈❛❧✉❡s✳
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❋✐❣ ✺✳ P❧❡✐♦tr♦♣✐❝ tr❛❞❡✲♦✛s ✐♥ ♣❛t❤✇❛② ♣r♦❞✉❝ts✳ ❍❡❛t♠❛♣ ♦❢ ♠❡❛♥ ❙♣❡❛r♠❛♥ ❝♦rr❡✲
❧❛t✐♦♥s ❜❡t✇❡❡♥ ❝♦♥❝❡♥tr❛t✐♦♥s ♦❢ ❛♥t❤♦❝②❛♥✐♥s ✭♣❡❧✱ ❞❡❧✱ ❛♥❞ ❝②❛✮ ❛♥❞ ✢❛✈♦♥♦❧s ✭❦❛♠✱ q✉❡✱ ♠②r✮
❛❝r♦ss ❛❧❧ ✾✱✾✽✺ ❡✈♦❧✉t✐♦♥❛r② tr❛❥❡❝t♦r✐❡s✳ ❆❜❜r❡✈✐❛t✐♦♥s ❛r❡ t❤❡ s❛♠❡ ❛s ✐♥ ❋✐❣✳ ✶✳ ❆ ❢✉❧❧ ❝♦rr❡❧❛t✐♦♥
♠❛tr✐① ❢♦r ❛❧❧ ✢♦❛t✐♥❣ s♣❡❝✐❡s ❛♥❞ ❝♦rr❡❧❛t✐♦♥ ♠❛tr✐❝❡s ❢♦r ♠♦❞❡❧ ♣❛r❛♠❡t❡rs ❛r❡ s❤♦✇♥ ✐♥ ❋✐❣✳ ❙✺✳
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