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Si g e- a ded ge ic DNA ca  f d i  G- ad e (G4) c e   f
DNA:RNA h b id  (R ). Rece  e ide ce gge ha  ch -ca ica  DNA

c e  affec  ge e e e i , DNA e h a i , e ica i  f k g e i  a d
ge e abi i . Whe  a d h  G4 c e  f a d a e e ed e ai  c ea .
He e e e  he e f C ea age U de  Ta ge  a d Tag e a i  (CUT&Tag) f

a i g a i e G4 i  a a ia  ce  i e  a  high e i  a d  backg d. Mi d
a i e c di i  ed f  he ced e e ai  e G4 c e  a d ide a highe
ig a - - i e a i  ha  ChIP-ba ed e h d . We de e i e he G4 a d ca e f

e e b ic e  ce  ( ESC), b e i g ide ead G4 f a i  a  ac i e
e , ac i e a d i ed e ha ce . We di c e ha  he e e ce f G4 if

a d G4 c e  di i g i he  ac i e a d i ed e ha ce  i  ESC . F he ,
e f i g R-  CUT&Tag, e de a e he ge e- ide c - cc e ce f
i g e- a ded DNA, G4  a d R , gge i g a i ica e e a i hi  be ee
a c i i  a d -ca ica  DNA c e .
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IN OD C ION

G- ad e (G4) c e a e c ed f h ee e acked G- a e . F
g a i e ba e ca f a a a G- a e ia H g e h d ge b d , a d he

acki g f G- a e i abi i ed b a e ca i , efe ab K+. The DNA
backb e f he g a i e a a e a i a a e a g he ack, c ec ed b
h , e i e a ge , i g e- a ded DNA (1). M e e , G- ad e

DNA ca f i a ec a i e ec a : F GGG- e ea c ec ed b
h i ke he a e DNA ec e f he ca ica G4 if, b G4 ha e a

bee h f d i h a fe a e ha h ee g a i e a e -G
ba e b eaki g he G- e ea . F he , GGG- e ea di ib ed b h a d f a
DNA d e ca f i e - a d G4 , a d i ha bee ed ha G4 ca a
f  i  a  be ee   DNA ec e .

Fi de a ed i ka e , G4 c e cc i g a e egi a e
i ica ed i ge e eg a i (2). G4 DNA f he a f d i e e e egi i
S ichia e ae (3, 4). The h a ge e c ai ha f a i i edic ed
G- ad e f i g e e ce (PQS), f hich a e f d i e
egi /C G i a d , G- ich a de e ea egi a d e e e . E e i e a

e ide ce gge ha G4 c e a e a e iched i e e ic a d b- e e ic
e e i i e DNA, ib e DNA, e egi , a de e ea i a a ia ce

(5, 6). RNA ca a f G4 c e . G4-f i g e e ce a e ig ifica
de e e e a i i he c di g a d f e ic egi , hich i dica e ha RNA

G4 c e ha e bee e ec ed agai i e i (7, 8). Ne e he e , RNA G4
c e a e h gh eg a e RNA e ab i , a d RNA a f h b id G4

i h DNA (9, 10).

G4 if i e iched i he e egi f c ge e , ch a c-MYC, KRAS a d
c- (11 13), ai i g he ibi i ha G4 c e a ici a e i di ea e

echa i c d be e i ed a d g a ge (14 16). O i g he i e
acki g f he G a e , a ecific a ec e iga d ha e bee de e ed.

I e ca a i g be ee he G- a e , G4 iga d ha e f d a ica i i de ec i g
G4 c e , abi i i g i d ci g he (14 20). TMP P4 ha bee h
e e c-MYC a d he e e i f e e a e e e e a c i a e i ice (21),

a d c i e fi di g e e e ed i e ke ic ce (22). P id a i (PDS) a
h i d ce e e e d f c i a d i hibi ca ce g h (23). O e d

gge ed ha PDS ed i a bi d - e e ic egi a e c ce a i
(24). Ma G4 iga d a i e ca a e i d e DNA a d/ i d ce he

-ca ica DNA c e , h ai i g he e i if b e ed he e , i
a ic a ce ici , c d be e i ca i ked G4 (25). Rece , a e G4
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iga d PDC12 a c ee ed, a d i a de a ed ha PDC12 a e ic a d
e ecific ha PDS d e i - ec a - eigh (25). Ca ce ce ha e bee

h be e i g e e a ed DNA a c i i . Se e a i hibi f RNA
he i ha e bee de e ed i ece ea , ch a , CX-3543 (26 29), CX-5461

(30 32), a d BMH-21 (33 35). The e a ec e ha e bee h bi d DNA
G- ad e a d di c e i / DNA G- ad e c e e , he eb i hibi i g
RNA e a e I e ga i a d RNA he i , a d i d ci g a i i ca ce
ce . The ef e, CX-3543, CX-5461 a d BMH-21 e hibi e a i ac i i i
ca ce de . I ha a bee h ha e d ge G4 e e ca edic
e i i i  f   G4 iga d (36).

Whi e he e die h he e ia f G4 abi i i g age di a i
DNA-de e de ce e , he e f G4 i e d ge c f a c i i a d
e ica i e ai c ea . E ega die i chicke ce h ha i di id a G4

c e ca e e e adb ck e ica i (25, 37, 38), e ch effec ha
bee  c fi ed  a ge e ide e e .

Me h d eci e a DNA G- ad e e i he ge e a e c cia d he
f c i a d eg a i f G4 i h i gica a d a h gica ce e .
Ge e- ide ch a i -i eci i a i a d e e ci g (ChIP- e ) ba ed

a i g e h d ha e bee de c ibed, i g ei he a G4- ecific a ib d i a
i i ed ChIP-Se c (36, 39 41) a a ificia 6.7 kDa G4 be (G4P) ei

f  G4 bi di g a d ca e (42).

G4 ChIP- e i a e h d hich c e f a deh de-fi ed G4 DNA
i eci i a i i g a G4- ecific a ib d ( c he hage-di a
de i ed c a BG4 a ib d (43) ) i h high- h gh e e ci g (39). U i g
G4 ChIP-Se , a i a e 10,000 DNA G4 c e e e a ed i he h a
ge e, e iched i e a d he eg a , c e e f ee egi , a d G4
f a i a c e a ed i h e e a ed a c i i a ac i i (39, 41). A f he d

gge ha G4 f a i a c ib e he ec i f C G i a d f
c i e e h a i , b e e e i g DNMT1 (40). The e e high igh he i i f
ge e- ide G4 ChIP-Se de e i e ge e- ide di ib i f G4 . H e e ,
f a deh de fi a i ed i G4 ChIP-Se ai ai he c e i he e e ce f
a i de e ge ed d i g he ChIP ced e a ec a G4 c e

a d addi i a bea he i k f a ki g G4 ec g i i b he a ib d , h ed ci g
ecific ig a . M e e , hea i g f he c i ked ch a i b ica i a

di e di G4 c e a d a affec a ib d ec g i i . Th , a e a i e
a ache ha e bee gh ca e G4 de e a i e c di i : he
G4P-ChIP e h d ake ad a age f a e ide f he DHX36 he ica e i h high
affi i a d ecifici f G4 c e , he ea D1 ChIP ed a c a
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a ib d -GFP f i ei (42, 44). H e e , b h e h d e e e i f he
G4 bi de i ce , h e i i g he ge e a i f ab e ce i e , a d i ca be
e c ded ha he e e i f G4 bi di g ei affec G4 bi g , e.g. b
c e i g i h e d ge  bi di g ei   he ica e .

Rece , c ea age de a ge a d ag e a i (CUT&Tag) ha bee e ed
a ch a i fea e i e eabi i ed c ei i g a ib d - a ge ed T 5

ag e a i (45), I CUT&Tag, ce c ei a e e eabi i ed de i d a i e
c di i . He e, e c bi ed G4 a ib d -ba ed de ec i f ge ic G4 i h
CUT&Tag ech g a d e ab i hed a a i e G4 a i g e h d ca ed G4
CUT&Tag. C a ed he G4 a i g e h d , G4 CUT&Tag ide e i
ig a - - i e a d e iabi i de ec b a-fide G4 . We a ied G4 CUT&Tag

e e b ic e ce , fi di g ide ead G4 f a i a ac i e a d e ha ce .
T ge he , d ide a i e a d fa e h d g ha acc a e a DNA
G4  ac  he ge e.

E L

   G4 C &    G4  

We e ab i hed G4 CUT&Tag a i g i h e i 2 f CUT&Tag (45) i h i
difica i ( ee Ma e ia a d Me h d ). T e a ica c a e he G4 CUT&Tag

i h he G4 a i g e h d , e e f ed G4 CUT&Tag i ce i e f hich i
ge e- ide da a e had bee ge e a ed. I a a e , e e ce ed he a da a
f G4 ChIP- e (41), G4P-ChIP (42) h gh he a e bi i f a ic i e i e a G4
CUT&Tag da a. G4 CUT&Tag de a ed i ed a da a a i c a ed
b h e i i g e h d , ie di g e f d highe f ac i f ead de eak (F iP) ha
G4 ChIP- e a d b i f d highe F iP ha G4P-ChIP (Fig e 1A). Fi ge i
a de a ed he highe ig a - - i e a i f G4 CUT&Tag (Fig e 1B, C).
E a e h he a ge i e f G4 CUT&Tag e i h edic ed G4
e e ce (Fig e 1D). We f he e a a e he e a f eak ide ified b G4

CUT&Tag i h eak ide ified b G4 ChIP- e G4P-ChIP. T a a bia ed
c a i , he 10,000, 5000, 1000 highe - c i g eak ide ified b
each e h d e e e ac ed. C a i g G4 CUT&Tag a d G4 ChIP- e , 33% f
10,000 eak , 38% f 5000 eak a d 30% f 1000 eak e e ide ified b
b h e h d , e ec i e (Fig e 1E; S e e a Fig e 1). Of eak ide ified
b G4 CUT&Tag a d G4P-ChIP, 45.83% f 10,000 eak , 32.76% f 5000

eak a d 11.7% f 1000 eak a e ide ified b b h e h d , e ec i e (Fig e
1F; S e e a Fig e 1A, B). Whi e he e a i e a e a d gge a

b a ia diffe e di ib i f eak , a e i g he e ich e a g ha ed
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a d i e eak h ed ha ca ed eak , a e f hich e h d,
h ed e ich e b he e h d de c a i (Fig e 1E, F; S e e a

Fig e 1C, D). Ne e he e , diffe e ce e i ed be ee he a i f he eak
ca ed: Of eak ha e e i e each e h d, he G4 CUT&Tag c
ge e a ed a highe e ce age f eak ha a ch edic ed G4 e e ce (PQS,
i c di g i e - a d a d i a- a d G4 ) (Fig e 1G, H). Thi f he de a e
ha G4 CUT&Tag c a a i g G4 c e i h highe c fide ce ha
a e a i e e h d . O G4 CUT&Tag da a a ge e a ed f 1 105 ce . I c a ,
ce be ed i he e i G4 a i g e h d i 1 107 i G4 ChIP- e a d
1 108 i G4P-ChIP. Th , i a , G4 CUT&Tag e ab ed a d a a ic i c ea e i he
ig a - - i e a i a ch ed ced i e i e e , a c a ed G4 ChIP- e
 G4P-ChIP.

C   G4      

Ne , e e f ed G4 CUT&Tag i e e b ic e ( ES) ce . ES ce a e
i a i e e ce fea i g a e a d d a ic ch a i c e ha
ai ai a c i ed a e i ed f diffe e ia i (46). G4 c e ha e bee

ed a a eg a e i a i a de e e (47). The G4 a d ca e f
ES ce  ha   bee  e cida ed  da e.

ES G4 CUT&Tag a b a d e d cib e ac i ica e e e i e (Fig e
2A, S e e a Fig e 2A,B). 9186 high-c fide ce G4 CUT&Tag eak e e
ide ified b i e ec i g eak ca ed f he h ee e ica e , h i g g d e a

i h ca ica a d -ca ica ( a - a d) PQS (Fig e 2B). T f he a ida e
he ecifici f G4 CUT&Tag f G4 if , e i e ga e he 1000, 500 a d

200 G4 eak f ec i g if i g MEME i e a d fi d ha G- ich e e ce
a e high e a e a g he eak (Fig e 2C). G4 ed i a a cia ed

i h ac i e e (61%) a d e ha ce (13%), a d c i cided i h e ch a i ,
H3K4 e3, H3K27ac a d H3K4 e1 (Fig e 2B, D). I a , a CUT&Tag c
e e i e i h a H3K27 e3 a ib d h ed e ich e a bi a e b ac i e
TSS, de a i g ha he g e ich e e acce ib e i e i d e a
a ificia bia f he e h d g . A a i (3%) f G4 a c i cided i h
e e ed bi a e e , e iched f H3K27 e3 (Fig e 2B, C, S e e a

Fig e 2C, D). G4 fi e ge e-c di g egi h ed a g eak a d he
a c i i a i e (TSS), hi e a ge ab e i he ge e b d de i e he
e e ce f PQS (S e e a Fig e 2B). Efficie ch a i ai e a ce d i g

RNA P e a e a age, e i g S 6, FACT a d he hi e cha e e i
k ai ai de e c e e cc a c i ge e b die (48), h ike
di fa i g f a i f G4. P e f -e e ed ge e , e hibi i g ei he
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H3K4 e3 H3K27 e3 h ed he e G4 ig a (S e e a Fig e 2D). A
k i h a ce (40), G4 c e a ed i h C G de i , a d a ic e a ed i h
C G e h a i  (S e e a  Fig e 2E-H).

E ha ce a e ch e GC- ich ha e , h e e he e e i a g he
ab da G4-e iched egi (Fig e 2E). T f he i e iga e hi , e

a e ed G4 ac a efe e ce i f ac i e, i ed i ed e ha ce (49): G4
e e f d a ac i e a d i ed, b i ed e ha ce (Fig e 2F). N ab ,

e ha ce acked ca ica G4- if . I ead, -ca ica G4 if e e
de i g G4 a b h ac i e a d i ed e ha ce (Fig e 2F), a d G4 if e e

e e ia ab e f i ed e ha ce . Th , i i g , he e e ce/ab e ce f
G4 if  i  a diffe e ia i g fea e f ac i e a d i ed e ha ce  (Fig e 2F).

G4 C & -

G4 f ed b e DNA a d ea e he C- ich i e a d i g e- a ded
(Fig e 3A). I deed, e h d a i g e- a ded DNA ( DNA) e ed

ide ead DNA f a i a ac i e TSS (50, 51). A ece d i g
ke h a -a i ed i g e- a ded DNA e e ci g (KAS- e ) h ed ha DNA
egi e e ai ai ed e e af e i hibi i f a c i i a e ga i de e i f

RNA P e a e II, gge i g ha he DNA egi e e ai ai ed b a
echa i i de e de f c i a c i i (50). I deed, KAS- e i dica ed
DNA a G4 eak (Fig e 3D), a d e f d a i i e c e a i be ee KAS- e

a d G4 ac TSS (S e e a Fig e 3A). We de ed if e ca c b a e
he c -e i e ce f G4 a d DNA, a d h i di ec a ida e G4 CUT&Tag ig a , b
a i g a i g e- a d ecific e d c ea e e eabi i ed ce , bef e bjec i g

G4 CUT&Tag. M g Bea c ea e i a i g e- a d DNA/RNA- ecific
e d c ea e (52). Dige i f DNA b M g Bea N c ea e h d e ea e G4

c e a d/ i hibi PCR a ifica i f he G4-a cia ed, ag e ed DNA
(Fig e 3A). ES ce e e e ea ed i h 100 i a d 150 i f M g Bea

c ea e e ec i e . G4 CUT&Tag ig a dec ea ed a TSS egi af e M g Bea
c ea e ea e , a d a a i f high-c fide ce G4 eak c fi ed ha M g

Bea ea e ed s bstantial red ction of G4 signals across all G4 (Fig e 3B-D).
Af e 100 i a d 150 i f M g Bea c ea e ea e , G4 CUT&Tag eak

be dec ea ed b 78.6% a d 88.3% e ec i e (Fig e 3C). Th , dige i f
DNA e e G4- ecific ead f he CUT&Tag, ea i g ecific backg d

ig a  a ge  affec ed (Fig e 3B).

G4       -   E C
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DNA-RNA h b id (R ) f ed b he i g C- ich a d i h a ce
a c i a e h gh e a d abi i e G4 c e , a d ice e a

(16). Va i R- a i g e h d ha e bee de c ibed da e, ge e a i g
b a ia diffe e fi e : R- a e ab da i AT- ich egi i

S1-DRIP- e e h d (53), b f he he DRIP- e e h d e ab i hed
a e a e ce f R- a CG- ich egi (54 56). We h de ed if R-
ca a be de ec ed i h he CUT&Tag c i g a R- ecific S9.6

c a a ib d (57). I i e i h a ece e a ida i g he i i f S9.6
CUT&Tag f a i g R (58), e achie ed a high ig a - - i e a i a d
de e i ed R ge e- ide i ES ce . R- a ed i h S9.6
CUT&Tag e e high e a e a ac i e e hich a e hibi ed high
RNA P II cc a c (Fig e 4A) High-c fide ce R- CUT&Tag eak e e
ge e a ed f he i e ec i f e ica e , a d R- ig a e e f d

be high e iched a ac i e e (34%) a d e ha ce (20%) (Fig e
4B, S e e a Fig e 4A-D). C a i g G4 a d R- ig a b
CUT&Tag i ES ce e ea ed ha R- c e a ed e i h G4 a TSS
(Fig e 4C), a d 71% R- eak e a ed i h G4 eak (Fig e 4D).
P i g G4 a d R- ig a ac ha ed, G4- a d R- eak
e ea ed ha he e e a a g ea e (Fig e 4C): R- eak
h ed e ig a f G4 a d ice e a. The e e c ec i e

de a e ha G4 a d R- h high c - cc e ce a d ide e
e ide ce f  he i e e  f G4 i  a c i i eg a i .

DI C ION

T de a d G4 bi g , ge e- ide a i g e h d a e i di e ab e. He e, e
de a e ha CUT&Tag ide a e iab e e h d f de ec i g G4 ac h a
a d e ge e . C a ed b i hed e h d , G4 CUT&Tag h a highe
f ac i f eak i h ca ica a d -ca ica G4 if (Fig e 1G, H), a d
a ida i i h i g e- a ded c ea e e- ea e de a e ha he b e ed
ig a  i deed a i e  f  egi  he e he DNA d e i  e ed (Fig e 3A).

Li i a i f he CUT&Tag ced e e i a d a e a e e a f a i g G4
c e : c e , he c c cia e ie a i e ce a d ha bee h

k i h fi ed i e , a ha bee de a ed f G4 ChIP-Se (36). Whi e e
de a e a e ce e ig a - - i e a i ea ed agai he a ai ab e

e h d gie , he backg d f a G4 a i g e h d h d he e ica be e
f egi i h a PQS. O M g Bea c ea e e e i e h ha i he
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ab e ce f G4 c e , he BG4 a ib d i d ce a backg d f a d
ge ic ag e a i e e ( e ai i g ead h i b ack f Fig e 3B). I
c a , i i g BG4 a i-FLAG ec da a ib die i he CUT&Tag ced e
ead a g ed c i i g ba ag e a i efficie c , d ci g

-c e i  ib a ie  (da a  h ).

The ack f a i c f he CUT&Tag ig a ake i diffic i e e
e ich e a e e i i e e e ce . G4 ha e bee gge ed f a i e e ed
G- ich a de e ea egi a d e e e i i , h a i a i f G4 ig a a

ch egi d be de i ab e a a f a ge e- ide d . H e e e e ha
he i f e ea e e ce i CUT&Tag da a i a iab e be ee e ica e a d
h  ca  be e iab  a ified (da a  h ).

De i e he ab da ce f G4-f i g if e e ac h a a d e
ge e , e fi d ha f a i f ab e G4 e i e e ch a i , a f d a
ac i e e a d e ha ce . I e e i g , hi e ca ica G4 if a e e

e a e a e , e fi d ha e ha ce f e d fea e he f GGG
e ea he a e a d, a d G4 a i ead i e GGG e ea b h a d
f he DNA d e (Fig e 2E). A a e a i e de , ed b c a d

da a, gge ha G4 ca f d i a a ch a i a ch , e.g. i h
c ib i f GGG e ea b he e a d b he e ha ce (59, 60). The
e i e ce f ch a - ki i g G4 i ce i diffic e
e e i e a b i i i ig i g ec a e ha ch G4 c d abi i e

e -e ha ce i e ac i h gh a di ec e he i g f he DNA (59, 60).
I e e i g , e fi d ha e b ic ac i e e ha ce fea e -ca ica G4

if , he ea i ed e ha ce (ca i g H3K4 e1 b H3K27ac) i e
e b ic e ce ge e a ack G4 if . Thi i a e ec ed fi di g,

gge i g ha G4 c d c ib e i e e ha ce f c i i i e
e b ic e ce . The de i g ea f ch e e ce-e c ded bia i e
be e cida ed b e e ha he i e c -a cia ed a c i i fac KLF4
ec g i e a G G di c e ide i hi a G- ich c e (61, 62). Th , e i a
e ec i f KLF4-bi di g if a ha e e iched e b ic e ha ce i G4

if .

I a , e ha e h he e ha CUT&Tag ide a e iab e a d i e
a ach f ge e- ide a i g f G4 c e a d R , a d e e i i ha
he e h d i be ge e a ef f a i g f -ca ica DNA c e f
hich ecific a ib die   ecific bi di g d e a e a ai ab e.
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F 1: C G4 C & G4 , G4 C IP-
G4P-C IP. (A) F ac i f ead i G4 eak c a i be ee G4 CUT&Tag

ib a ge e a ed i hi d a d f b ic G4 ChIP- e da a e i HaCaT ce ,
b ic G4P-ChIP da a e i HEK293T ce (41, 42). (B) Fi ge i (c a i e ead

c b a ked bi ) f G4 CUT&Tag a d G4 ChIP- e i HaCaT ce (41).
(C) Fi ge i (c a i e ead c b a ked bi ) f G4 CUT&Tag a d
G4P-ChIP i HEK293T ce (42). (D) Ge e b e ie f G4 ig a a e a e

ci. The RPGC- a i ed (1 Ge e C e age) ack f G4 CUT&Tag a d G4
ChIP- e i HaCaT ce , G4 CUT&Tag a d G4P-ChIP i HEK293T ce a e h

he a e -a i ca e. (E) O e a f 5000 G4 CUT&Tag a d G4 ChIP- e
eak . T a PQS, G4 CUT&Tag a d G4 ChIP- e de i hea a f eak

c a ified a G4 CUT&Tag ( = 3113), b h G4 CUT&Tag a d G4 ChIP- e ( =
1936) G4 ChIP- e ( = 3066). (F) O e a f 5000 G4 CUT&Tag a d
G4P-ChIP eak . T a PQS, G4 CUT&Tag a d G4P-ChIP de i hea a f eak
c a ified a G4 CUT&Tag ( = 3545), b h G4 CUT&Tag a d G4P-ChIP ( =
1560) G4P-ChIP ( = 3445). (G) C a i f f ac i f PQS (ca ica

-ca ica ) i 10,000, 5000, a d 1000 G4 eak be ee G4 CUT&Tag
a d G4 ChIP- e i HaCaT ce . (H) C a i f f ac i f PQS (ca ica

-ca ica ) i 10,000, 5000, a d 1000 G4 eak be ee G4 CUT&Tag
a d G4P-ChIP i  HEK293T ce .
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Active promoter: 60.71%

Inactive: 10.56%

insulator: 1.64%

other: 10.67%

Poised enhancer: 0.45%

Poised promoter: 2.44%

Repressed: 0.47%

Strong enhancer:12.77%

Transcription elongation: 0.29% 
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F 2: G4 . (A) Ge e b e ie
h i g i ica e G4 CUT&Tag e e i e i ES ce a Na g c , a d

c a i f G4 CUT&Tag, H3K4 e3 a d H3K27 e3 CUT&Tag f he a e ce ,
a e a b i hed ATAC- e (63) a d H3K27ac ChIP-Se (64). (B) De i hea a

f he a e ack a high-c fide ce ( ha ed be ee h ee e ica e ) G4 eak i
ES ce . P edic i f ca ica a d -ca ica ( a - a d) PQS a e h .

(C) M if di c e i g MEME i e f 1000 G4 eak h ica ca ica
a d -ca ica G4 a e . (D) A a i f high-c fide ce G4 eak i h
diffe e f c i a ge ic fea e a defi ed b Ch HMM (65). (E) De i
hea a f G4 CUT&Tag, C G c e a d e h a i a d G4 eak g ed b
Ch HMM a a i a i (D). (F) De i hea a f G4 CUT&Tag, H3K27ac,
H3K4 e1, H3K27 e3, ca ica a d -ca ica PQS a ac i e e ha ce (ac i e),

i ed e ha ce  ( i ed) a d i ed e ha ce  ( i ed) egi (49).
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F 3: - (A) M g Bea (MB)
c ea e ea e i hibi CUT&Tag a ifica i (B) Ge e b e ie h i g

G4 CUT&Tag ig a i ES ce i h i h M g Bea c ea e e ea e
(C) Ve diag a h i g e a f G4 CUT&Tag eak f a i e, 100U f MB

ea e a d 150U f MB ea e c di i . (D) De i hea a f a i e G4
CUT&Tag, 100U MB- ea ed G4 CUT&Tag,150U MB- ea ed G4 CUT&Tag, a d
i g e- a ded DNA f  KAS- e (50) a  high-c fide ce G4 eak egi .
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F 4: G - - G4 . (A) De i hea a f
R- CUT&Tag, G4 CUT&Tag, RNA P II ChIP-Se (66) a ge e . (B) Ge e
b e ie h i g c i cide ce f R- a d G4 a e a d e ha ce egi .
(C) Sca e h i g e a i hi f G4 CUT&Tag a d R- CUT&Tag ig a a
TSS. Pea c e a i c efficie a ca c a ed. (D) I e ec i f G4 CUT&Tag
a d R- CUT&Tag eak . (D) G4 a d R- CUT&Tag de i hea a f eak
c a ified a G4 ( = 8230), b h G4 a d R- ( = 9495), R- ( =
3774).
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ME HOD

C  

HEK293T a d HaCaT ce e e c ed i DMEM high g c e, G aMAX
S e e , a e (LifeTech gie , 10569010), 10% fe a b i e e (Sig a,
F7524) de a da d c di i (10% CO2, 90% h idi , 37 C). M e e b ic

e ce ( ESC ) e e c ed feede -f ee i 0.1% ge a i -c a ed f a k (Sig a,
G1890) de a da d c di i (10% CO2, 90% h idi , 37 C) i K ckO
DMEM (LifeTech gie , 10829018), 2 M A a -g a i e (Sig a, G8541), 0.1 M

-e e ia a i acid (Sig a, M7145), 15% fe a b i e e (FBS) (Sig a,
F7524), 0.1 M - e ca e ha (Sig a, M3148), ESGRO Le ke ia I hibi
Fac (LIF) (Mi i e, ESG1107), 1 M PD0325901 (PZ0162-25MG) a d 3 M
CHIR99021 (SML1046-25MG).

C     

Rec bi a BG4 a ib d a d P ei A-T 5 ( A-T 5) e e cha ed f he
P ei Scie ce Faci i a he De a e f M ec a Bi che i a d Bi h ic a
Ka i ka I i e . CUT&Tag e e i e a e f ed a de c ibed e i (45)

i h i difica i . B ief , 1 105 ce e e ha e ed, a hed i h a h b ffe
(20 M HEPES H 7.5, 150 M NaC , 0.5 M e idi e), a d i bi i ed
c ca a a i A c a ed bead (Ba g Lab a ie , BP531) i h i c ba i a
e e a e f 10 i . The bead -b d ce e e i c ba ed i 200 f i a
a ib d b ffe ( a h b ffe i h 2 M EDTA a d 0.05% digi i ) i h 1:100 BG4
a ib d S9.6 (Mi i e, MABE1095) a ib d di i a 4℃ b a i g e igh .
The e da , he i a a ib d b ffe a e ed a d ce e e a hed i h
800 f dig- a h b ffe ( a h b ffe i h 0.05% digi i ) h ee i e . Af e a hi g,
BG4 a ib d -i c ba ed ce e e e e ded i h 200 f dig- a h b ffe i h
1:100 di i f a i-FLAG a ib d (Sig a, F1804) a d i c ba ed a
e e a e f 1 h b a i g. Ce e e a hed i h 800 f dig- a h b ffe
b ief h ee i e e e b d a ib die . S9.6- ea ed a i-FLAG ea ed
ce e e i c ba ed i h 1:100 di i f a i- e a ib d (Sig a, M7023) i 200

f dig- a h b ffe  a   e e a e f  1 h b  a i g.

Af e b ief a h i h dig- a h b ffe a de c ibed, ce e e e e ded i 200 f
dig-300 b ffe (20 M HEPES H 7.5, 300 M NaC a d 0.5 M e idi e, 0.01%
digi i ) i h 1:200 di i f A-T 5 ada e c e a d i c ba ed a
e e a e f 1 h b a i g. A-T 5-b d ce e e a hed i h 800 f
dig-300 b ffe h ee i e , f ed b ag e a i i 200 f ag e a i b ffe
(dig-300 b ffe i h 10 M MgC 2) a 37℃ f 1 h . Af e ag e a i , 15 M EDTA,
500 g/ ei a e K a d 0.1% SDS e e added a d f he i c ba ed a 63℃ f
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a he 1 h ag e a i a d dige ei . Ge ic DNA a e ac ed
a d ified i h DNA C ea & C ce a -5 (Z e ea ch, D4013). T ge e a e
G4 R- ib a ie , ified ge ic DNA e e i ed i h he i e a i5 i e
a d ba c ded i7 i e , a d a ified i h NEBNe U a II Q5 Ma e Mi (NEB,
M0544). The ib a PCR d c e e c ea ed i h Age c AMP e XP bead
(Beck a  C e , A63881) a d e e ced i h I i a Ne e  500 i e .

M  

G4 a d R- CUT&Tag, a e a b i hed G4 ChIP-Se a d G4P ChIP-Se da a
e e ce ed a f ; ead e e a ig ed i h b ie2 ( .2.3.5.1) (68) i g

--fa - ca a d a ( 1.10) (69). BAM fi e e e ded ica ed i h ica d ( 2.23.4)
Ma kD ica e . B ack i ed egi e e e ed f he BAM fi e i h bed
( 2.29.2) i e ec (70) i g ENCODE b ack i bed fi e f 9 hg19. N a i ed
(RPGC, 1 Ge e C e age) c e age ack e e ge e a ed i g dee T
( 3.3.2) ba C e age (71) i g a a e e -bi Si e 5 -- a i eU i g RPGC.
Peak e e ca ed i h MACS2 (72). High c fide ce eak e e e ge e a ed b
i e ec i g he eak  ca ed f  3 e ica e  (G4 )  2 e ica e  (R- ).

 

F iP a ca c a ed i h fea eC (73). Fi ge e e ge e a ed i h dee T
( 3.3.2) Fi ge i (71).

B  

A a e e e ge e a ed f a i ed big ig fi e . P fi e a d hea a e e
ge e a ed i h Se P (74). Sca e e e ge e a ed i g igg e c
(h ://gi h b.c /c / igg e c /), a R ib a f bigWig ge ic da a
i a i a i .

G-   

Ge ic e e ce f 9 a d hg19 e e bjec ed c a e f G4 a e
a chi g, i e a d if (75) a d i a a d if (19). F i e a d if , he

ca ica G4 if G3+L1-7 a e a ded he i e a d i 8 c bi a i . Le A
= G3+ a d B = C3+, he 8 a e a e AAAA, AAAB, AABA, AABB, ABAA, ABAB, ABBA
a d ABBB. The ca ica i a a d G4 a e a he a e a AAAA; he e a
i a a d a e e e e e ded ca ica PQS (P a i e G-Q ad e Se e ce )
G3+L1-12, a d - e ad PQS G2L1-12. Reg a e e i a a ied, f e a e

- e ad PQS a [gG] 2 \\ 1,12 3, [gG] 2 . M if ge e c e age a
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ge e a ed i h R ackage ack a e 1.46.0 ei he b he edic ed bi a hi
ack f cc e ce , a d e ed a  big ig.

D  

G4 ChIP-Se , G4P ChIP-Se a d ES b ic ChIP- e e e d aded f GEO:
GSM2035780 (HaCaT G4 ChIP- e ), GSM2035782 (HaCaT G4 ChIP- e , i ),
GSM3907020 (HEK293T G4P-ChIP), GSM3907021 (HEK293T G4P-ChIP, i ),
GSM1917298 ( ES Ri g1b ChIP- e ), SRR10349547 ( ES KAS- e ), GSM1173376
( ES S2 P II ChIP- e ), GSM4205678 ( ES H3K27ac ChIP- e ), GSM4303796
( ES H3K4 e1 ChIP- e ), GSM4661960 ( ES ATAC- e ), GSM1127953 ( ES
Bi fi e- e ), GSM2582392 ( ES H3K9 e3 ChIP- e ). CUT&Tag da a ge e a ed f
hi a c i ha bee de i ed a he Ge e E e i O ib de
GSE173103.

C  

A cia ed c de i  a ai ab e a h ://gi h b.c /e a e ab/G4

ACKNO LEDGEMEN

Bi i f a ic a a e e e e f ed e ce ided b he S edi h Na i a
I f a c e f C i g (SNIC) a U a e e ( jec SNIC 2020/15-9, SNIC
2020/6-3, e2018208, SNIC 2018/3-669, e2017057, SNIC 2017/1-508). We
ha k he P ei Scie ce Faci i a he De a e f M ec a Bi che i a d
Bi h ic a Ka i ka I i e f d ci g A-T 5 a d BG4 a ib d ei . We
ha k e be f he E e ab f c e a d he i h e e i e a d
a a i .

S.J.E ack edge f di g b he Ka i ka I i e SFO f M ec a Bi cie ce ,
Ve e ka de J i Re ea che G a (2015-04815), H2020 ERC S a i g G a
(715024 RAPID), ke Wibe g S if e e (M15-0275), Ca ce f de (2015/430). J.L. a d
R.S. ack edge f di g f  he Chi e e Sch a hi C ci .

A HO  CON IB ION

J.L. a d S.J.E. c cei ed d . J.L. e f ed a e e i e . R.S. he ed a a i g
da a. J.L. a d S.J.E. a a ed da a, ge e a ed fig e a d e he a c i .
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F 1 - C G4 C & G4
, G4 C IP- G4P-C IP. (A) O e a f 1000 G4 CUT&Tag a d G4

ChIP- e eak . T a PQS, a - a d PQS, G4 CUT&Tag a d G4 ChIP- e de i
hea a f eak c a ified a G4 CUT&Tag ( = 709), b h G4 CUT&Tag a d
G4 ChIP- e ( = 298) G4 ChIP- e ( = 702). (B) O e a f 10,000 G4
CUT&Tag a d G4 ChIP- e eak . T a PQS, a - a d PQS, G4 CUT&Tag a d G4
ChIP- e de i hea a f eak c a ified a G4 CUT&Tag ( = 6714), b h
G4 CUT&Tag a d G4 ChIP- e ( = 3498) G4 ChIP- e ( = 6507). (C) O e a

f 1000 G4 CUT&Tag a d G4P-ChIP eak . T a PQS, a - a d PQS, G4
CUT&Tag a d G4 ChIP- e de i hea a f eak c a ified a G4 CUT&Tag
( = 890), b h G4 CUT&Tag a d G4 ChIP- e ( = 113) G4 ChIP- e ( = 887).
(D) O e a f 10,000 G4 CUT&Tag a d G4P-ChIP eak . T a PQS, a - a d
PQS, G4 CUT&Tag a d G4 ChIP- e de i hea a f eak c a ified a G4
CUT&Tag ( = 6133), b h G4 CUT&Tag a d G4 ChIP- e ( = 4250) G4
ChIP- e   (  = 5834).
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F 2: G4 . (A)
Sca e f 10kb i d ge e- ide h i g he e d cibi i f G4 CUT&Tag
ig a be ee ES e ica e . Pea c e a i a ca c a ed. (B) De i

hea a h i g he e d cibi i f G4 CUT&Tag a ge e-c di g egi , a d
e a i h ca ica a d -ca ica ( a - a d) PQS. (C) De i hea a f

G4 CUT&Tag,H3K4 e3 a d H3K27 e3 CUT&Tag f he a e ce , a e a
b i hed ATAC- e (63), H3K4 e1, H3K27ac, H3K9 e3 ChIP-Se (64). (D) De i

hea a f G4, H3K4 e3, H3K27 e3 CUT&Tag a e e e a i e g ( 2000
ge e e g ) f high -e e ed, edi -e e ed, / -e e ed a d
bi a e ge e . (E) Sca e h i g he c e a i f G4 CUT&Tag ig a a d C G
c e a TSS egi . (F) Sca e h i g he a i-c e a i f G4 CUT&Tag a d
C G e h a i (67) a TSS egi . (G) De i hea a f G4 CUT&Tag, C G
c e a d C G e h a i a G4 eak . (H) De i hea a f G4 CUT&Tag, C G
c e  a d C G e h a i  a  TSS egi .

L  e . a . 24

.CC-BY-NC-ND 4.0 International licenseavailable under a
was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is made 

The copyright holder for this preprint (whichthis version posted April 26, 2021. ; https://doi.org/10.1101/2021.04.25.441312doi: bioRxiv preprint 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=9968492&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8271650&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=58078&pre=&suf=&sa=0
https://doi.org/10.1101/2021.04.25.441312
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/


A B

Supplementary Figure 3
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F 3: - . (A)
De i hea a f a i e G4 CUT&Tag, 100U MB- ea ed G4 CUT&Tag,150U
MB- ea ed G4 CUT&Tag a d KAS- e (50) a ge e-c di g egi . (B) Sca e f
G4 eak h i g he e a i hi f a i e G4 CUT&Tag a d 150U MB- ea ed G4
CUT&Tag.
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4: G - - G4 . (A)
De i hea a h i g he e d cibi i f R- CUT&Tag e ica e a
ge e-c di g egi . (B) A a i f high-c fide ce R- eak i h diffe e
f c i a ge ic fea e a defi ed b Ch HMM (65). (C) A e age R-
CUT&Tag ig a a high-e e ed, edi -e e ed a d / -e e ed
ge e-c di g egi . Ge e b d a d 3kb ea f TSS a d 3kb d ea f
TES i h . (D) Sca e h i g he e d cibi i f R- CUT&Tag e ica e .
Pea  c e a i  a  ca c a ed.
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